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61. EINLEITUNG
1.1. Bedeutung von Ischämie-Reperfusion in der Leberchirurgie
In der Chirurgie der Leber spielen Organschäden, welche durch Ischämie und
anschließende Reperfusion (I/R) induziert werden, eine herausragende Rolle. Bedeutung
hat dies insbesondere nach Lebertransplantation, Leberresektion, Lebertrauma sowie im
Zustand nach hämorrhagischem Schock (Zentralisation)9. Bei Lebertransplantation wird
die Organdurchblutung nach Abklemmen vom systemischen Kreislauf des Spenders
komplett unterbrochen und, nach entsprechender Konservierung, erst nach
Wiederanschluß an das Gefäßsystem wieder gewährleistet. Bei Betrachtung der absoluten
Operationszahlen wird jedoch deutlich, daß Operationen in partieller Blutsperre der Leber
eine wesentlich größere praktische Relevanz haben. Derzeit werden ca. 560
Lebertransplantationen pro Jahr in der BRD durchgeführt25. Weitaus mehr Eingriffe
finden jedoch unter partieller reversibler Leberischämie statt. Die partielle Ischämie der
Leber wird durch Abklemmen des ligamentum hepatoduodenale induziert und wurde
bereits 1908 von Pringle beschrieben. Indikationen für dieses Verfahren stellen einerseits
Operationen dar, bei denen Teile der Leber entfernt werden (z.B Metastasen,
Echinokokkuszysten usw.)70, andererseits kann auch bei ausgedehnten traumatischen
Leberrupturen die passagere Unterbrechung der Leberdurchblutung erforderlich sein, um
eine effektive Reparatur des Schadens zu ermöglichen. In 12-29% der Fälle von stumpfen
Lebertraumata kommt intraoperativ das Pringle-Manöver zur Anwendung, um primär
nicht stillbare posttraumatische Leberblutungen kontrollieren zu können. Dabei ist zur
Versorgung der Leberverletzung eine Ischämiezeit von 10-75 Minuten notwendig141. Eine
funktionell wirksame Reduktion der Leberdurchblutung kann sich ergeben, wenn im
Rahmen eines Volumenmangelschocks26, 61 das Splanchnikusgebiet minderperfundiert
7wird. Dies kann auch im kardiogenen Schock138 bei funktionell wirksamem Vorwärts-
oder Rückwärtsversagen eintreten wie auch im ausgeprägten septischen Schock117.
Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, daß dem I/R-Schaden entscheidende
Bedeutung für die Induktion und Ausprägung postoperativer Organinsuffizienz bzw.
Transplantantdysfunktion zukommt17, 98, 146.
1.2. Ischämie-Reperfusionsschaden
In jedem permanent perfundierten Gewebe fällt nach der Induktion einer Ischämie die
Konzentration energiereicher Phosphate rasch ab. Die Ursache hierfür ist, daß der
Organismus mittels aerober Glykolyse aus 1 mol Glukose 36 mol Adenosintriphosphat
(ATP) bilden kann, welches dann als Energielieferant der gesamten Zelle zur Verfügung
steht. Im Gegensatz dazu ermöglicht die anaerobe Glykolyse im ischämischen Gewebe
lediglich die Bildung von 2 mol ATP aus 1 mol Glukose und führt darüber hinaus auch zu
einer Anreicherung von Laktat, wodurch sich intrazellulär saure Valenzen ansammeln.
1.2.1. “No-reflow”- Phänomen
Der rasche Abfall der Konzentration von ATP führt zu einer Aktivitätsminderung der
membranständigen Na+/K+-ATP-ase, welche im Ruhezustand 70% des gesamten
zellulären Energiehaushaltes verbraucht46. Damit wird weniger Na+ nach extrazellulär und
weniger K+ nach intrazellulär transportiert. Der osmotische Gradient an der Zellmembran
ist reduziert und freies H2O strömt nach intrazellulär. Dies führt zu einem Anschwellen
der ischämischen Zellen, was im kapillären Endstrombett eine Einengung der Kapillaren
zur Folge hat. Dieses Phänomen wurde als ”No-reflow” beschrieben, da selbst bei
Wiedereinsetzen der Perfusion der kapilläre Widerstand im Endstrombett deutlich erhöht
8ist und damit weniger Blut die Kapillaren erreicht46, 124. Darüberhinaus teilt sich die
Kapillardurchblutung in Areale mit hohem zellulären Anteil, wie z.B. O2-
transportierenden Erythrozyten, und niedrigem Fluß (low-flow), sowie in Gebiete mit
hohem Fluß aber geringen zellulären Anteilen auf. Hierdurch wird der Transport von O2 in
das ohnehin schon hypoxische Gewebe weiter reduziert (schockspezifische
Mikrozirkulationsstörung)126, 127.
1.2.2. “Reflow”-Paradox
Eine weitere Komponente des I/R-Schadens wurde als “Reflow”-Paradox beschrieben121,
11, 96, 109. Die intensiven Forschungen über den I/R-Schaden haben in den vergangenen
Jahren Hinweise darauf ergeben, daß während der Reperfusion ein zusätzlicher Schaden
zu dem bereits bestehenden Ischämieschaden induziert werden kann. Ursächlich werden
hierfür mehrere intra- und extrazelluläre Pathomechanismen verantwortlich gemacht. So
hat sich gezeigt, daß der während der Ischämie stattfindender Abbau von ATP über ADP
zu AMP zu einer Ansammlung von Adenosin führt. Da für die Reutilisation des Adenosin
mittels sauerstoffabhängiger Phosphorylierung das Substrat “Sauerstoff” fehlt, wird das
überschüssige Adenosin in den Purinbasenabbau eingeschleust. Dabei reichert sich
intrazellulär Hypoxanthin als Abbauprodukt von Adenosin an, welches unter
sauerstoffarmen Bedingungen nicht weiter in Xanthin umgesetzt werden kann. Bei
Reoxygenierung des Gewebes erfolgt dann ein rascher Umsatz des Hypoxanthins über die
Xanthinoxidase zu Xanthin56, 153. Bei dieser Reaktion werden reaktive Sauerstoffspezies
freigesetzt. Diesen reaktiven Sauerstoffderivaten wird eine zentrale Bedeutung für die
Ausbildung des Reperfusionsschadens zugeschrieben116. O2-Radikale aktivieren
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-B oder AP-1116, 114, 115 und
9induzieren damit die Expression von proinflammatorischen Mediatoren (Zytokine,
Chemokine) und Adhäsionsmolekülen19.
Ein für die initiale Interaktion von Leukozyten mit dem postischämischen Endothel
bedeutsames Adhäsionsmolekül ist P-Selektin (CD62P). Es wird in den zytoplasmatischen
Weibel-Palade-Körperchen von Endothelzellen bzw. in den -Granula von Thrombozyten
gespeichert und nach Stimulation der Zellen, z.B. mit Histamin, Thrombin oder
Sauerstoffradikalen, innerhalb von wenigen Minuten mobilisiert und auf der äußeren
Plasmamembran exprimiert52. P-Selektin bindet wie alle Selektine mit niedriger Affinität
an syalilierte und fukosylierte Glykane, bindet aber auch mit hoher Affinität an einige
spezifische Glykoproteine, wie z.B. P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1). Die
Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1 scheint bei physiologischen Scherkräften
Voraussetzung für das Rollen von Granulozyten am venolären Endothel zu sein137, 159.
Die gesteigerte Adhäsion von Leukozyten am postischämischen Endothel findet
insbesondere im Bereich postkapillärer Venolen statt und trägt wesentlich zur
Manifestation des durch I/R induzierten Gewebeschadens bei31, 63, 65, 66. So wurde
beschrieben, daß die Anzahl adhärenter Leukozyten in den Venolen mit dem Ausmaß des
Gewebeschadens korreliert62. Neben der Leukozyten-Adhäsion in den Venolen wurde
auch das sog. Leukozyten-Plugging im kapillären Netzwerk in der Pathogenese des I/R-
Schadens diskutiert63. Nach der mikrovaskulären Akkumulation von Leukozyten und
deren Adhärenz am mikrovaskulären Endothel kommt es zur transendothelialen
Emigration von Leukozyten in das perivaskuläre Gewebe und zur Triggerung leukozytärer
Aktivierungsreaktionen65, wie z.B. der Ausschüttung zytotoxischer
Degranulationsprodukte, welche die physiologische endotheliale Barrierefunktion
zerstören. Damit können Flüssigkeit und Makromoleküle ins Interstitium eindringen,
10
wodurch sich der interstitielle Druck erhöht und die Versorgung mit nutritiven Substanzen
bzw. die Entsorgung saurer Stoffwechselprodukte weiter verschlechtert werden59.
1.2.3. Beteiligung von Thrombozyten am I/R-Schaden
Es gibt zunehmend Hinweise darauf, daß auch Thrombozyten eine Rolle in der
Pathogenese des postischämischen Reperfusionsschadens spielen. Bislang wurde eine
Beteiligung von Thrombozyten am I/R-Schaden der Lunge140, des Pankreas91, des
Herzens42 und des Darmes110 nachgewiesen. Die postischämische Reperfusion bewirkt
eine Aktivierung und Akkumulation von Thrombozyten innerhalb des Gefäßbetts.
Auffallend ist der Befund, daß Thrombozyten während der postischämischen Reperfusion
des Dünndarms nicht nur am Endothel postkapillärer Venolen adhärieren, sondern - im
Gegensatz zu Leukozyten – auch mit dem Endothel präkapillärer Arteriolen
interagieren110-113.
Obwohl Thrombozyten keinen Zellkern besitzen, haben sie funktionelle Ähnlichkeiten mit
Leukozyten. Sie haben einen Durchmesser von 2 bis 3 µm und weisen einen sehr
komplexen Aufbau mit einem kanalikulären System auf, welches ihnen die Ausbildung
von Pseudopodien ermöglicht und Beweglichkeit verleiht. Auf ihrer Zelloberfläche
exprimieren sie zahlreiche Glykoproteine, welche die Adhäsion an die verletzte
Gefäßwand vermitteln. Im Zellinneren finden sich Mitochondrien und Speichergranula
(Abb.1). In diesen Glykogranula (dichte Granula, -Granula) liegen u.a. von-Willebrand-
Faktor (vWF) und P-Selektin in gespeicherter Form vor. Thrombozyten exprimieren eine
Reihe von Adhäsionsmolekülen, die zur Zell-Zell-Interaktion beitragen, wie z.B. P-
Selektin, PECAM-1 und mehrere Integrine, wie z.B. Glykoprotein IIb/IIIa und das Leuzin-
reiche Glykoprotein Ib143, 3, 13, 45.
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Tab.1: Inhaltsstoffe der thrombozytären Speichergranula (nach Gawaz48)
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Darüber hinaus setzen Thrombozyten Sauerstoffradikale43, 100, 103 und proinflammatorische
Mediatoren, wie Thromboxan A2, Leukotriene, Serotonin, Plättchenfaktor 4 und den
platelet-derived growth factor frei54, 55, 102. Zusätzlich haben Plättchen die Fähigkeit, die
Funktion von Leukozyten zu modulieren41, 154, 155. Insgesamt könnten daher die Adhäsion
und Aktivierung von Thrombozyten in der Mikrozirkulation den Endothelzellschaden
verstärken und zur Leukozytenaktivierung bzw. -akkumulation beitragen.
Allerdings konnte die genaue Rolle der Thrombozyten in der Pathogenese des I/R-
Schadens bisher nicht geklärt werden. In jüngsten Veröffentlichen sind Mechanismen der
postischämischen Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion erstmals beschrieben worden.
Eine entscheidende Bedeutung für die initiale Interaktion von Thrombozyten mit dem
postischämischen Endothel des Dünndarmes wurde für das Adhäsionsmolekül P-Selektin
aufgezeigt111. Wie kürzlich in vitro aufgeklärt wurde, vermittelt PSGL-1 die Interaktion
zwischen P-Selektin und Thrombozyten44. Ferner wird die Adhäsion von Leukozyten an
immobilisierten Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen durch P-Selektin
mediiert92. P-Selektin vermittelt auch die Interaktion zirkulierender Leukozyten mit
Thrombozyten und dem mikrovaskulären Endothel als Antwort auf oxidativ modifizierte
Lipoproteine97.
Entsprechend dem Mehrschritt-Modell der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion15
scheint auch das initiale Rollen von Thrombozyten die Voraussetzung für ihre
permanente Interaktion mit der endothelialen Oberfläche zu sein. Wie kürzlich gezeigt
wurde, wird diese Interaktion der Thrombozyten im postischämischen Darm über
Fibrin(ogen) vermittelt, welches zwischen dem konstitutiv exprimierten intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) der Endothelzelle und dem entsprechenden GPIIb/IIIa-
Liganden der Thrombozyten eine feste Bindung bewirkt112. Darüberhinaus ist bekannt,
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daß bei Zerstörung der endothelialen Integrität vWF mit Gewebethromboplastin aus der
subendothelialen Matrix reagiert und über den thrombozytären GPIb-Liganden eine
permanente Adhäsion von Thrombozyten vermittelt. Der von vWF ist ein komplexes
multimeres Glykoprotein, das eine zentrale Rolle für die Thrombozytenfunktion spielt.
Außerdem dient im Blut zirkulierender vWF als Carrierprotein für den Gerinnungsfaktor
VIII. Der vWF wird von Endothelzellen und Megakaryozyten gebildet, intrazellulär
prozessiert und in den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzelle und den -Granula
der Thrombozyten gespeichert. Die Interaktion zwischen vWF und GPIb spielt in vitro
eine wesentliche Rolle für die Thrombozytenadhäsion, insbesondere bei hohen
Scherkräften, wie sie in Arteriolen und postkapillaren Venolen auftreten können4, 156, 157,
172.
Erste Hinweise für eine Beteiligung von Thrombozyten am hepatischen I/R-Schaden
haben die Untersuchungen von Cywes et al. 1993 ergeben, welche sowohl mittels
Elektronenmikroskopie an der isoliert-perfundierten Rattenleber als auch
immmunhistochemisch an der humanen Leber eine Adhäsion von Thrombozyten am
hepatischen Endothel nach kalter (4°C) Ischämie zeigten27, 28. Weiterhin ließ sich am
Modell der isoliert-perfundierten Rattenleber demonstrieren, daß nach I/R ca. 1/3 der im
System befindlichen Thrombozyten in der Leber sequestriert werden und dabei
endotheliale Apoptose induzieren können166. Über die Mechanismen der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion in der postischämischen Leber ist bislang jedoch nur wenig
bekannt. Yadav et al189 zeigten mittels immunhistochemischer Methoden, daß die
Thrombozytenaggregation in P-Selektin-defizienten Tieren reduziert ist. Desweiteren gibt
es Hinweise darauf, daß auch Komplement165 und aktivierte Kupfferzellen99, 167 an der
Induktion der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion beteiligt sein können.
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Aufgrund dieser Erkenntnisse liegt der Schluß nahe, daß der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion große Bedeutung sowohl für die Induktion als auch für die Aufrechterhaltung
des hepatischen I/R-Schadens zukommen könnte. Bislang liegt jedoch keine in vivo
Untersuchung vor, welche die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion und die ihr
zugrundeliegenden Mechanismen während hepatischer I/R analysiert hätte. Insbesondere
ist nicht geklärt, inwiefern diese Interaktion einen Einfluß auf das Ausmaß des I/R-
induzierten hepatozellulären Schadens der Leber nimmt.
15
2. ZIELSETZUNG
Ziele der vorliegenden Studie waren daher
1) die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach hepatischer I/R mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie systematisch zu analysieren,
2) zu untersuchen, welche Mechanismen die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in
der Leber vermitteln und
3) zu analysieren, welchen Einfluß die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion auf den
mikrovaskulären I/R-Schaden und die postischämische Apoptoseinduktion in der Leber
ausübt.
16
3. MATERIAL UND METHODEN
3.1. Vorbemerkungen
Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden in der Zeit von Oktober 1999 bis
Januar 2001 mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern (AZ 211-2531-66/98) am
Institut für Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universität durchgeführt.
3.2. Modell
 3.2.1. Versuchstiere
Als Versuchstiere dienten weibliche Wildtyp- (Charles River, Sultzfeld, Deutschland) und
P-Selektin-defiziente (generiert und zur Verfügung gestellt von Prof. Beaudet, Houston,
TX, USA14) C57BL/6-Mäuse mit einem Körpergewicht von 20 bis 25g. Die Mäuse
wurden bei kontrolliertem Tag-/Nachtzyklus in Gruppen von 3 bis 5 Tieren in Makrolon-
Käfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und einem Standardfutter (Ssniff
Spezialdiäten, Soest Deutschland).
3.2.2. Narkose
Die Tiere wurden unter Spontanatmung mit einem Gemisch aus Isofluran (Forene®,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und N2O bei einer inspiratorischen
Sauerstofffraktion von 0,35 narkotisiert. Die Narkose wurde durch Inhalation von 5 Vol.%
Isofluran eingeleitet und während des gesamten Versuchsablaufs mit 1,0-2,0 Vol.%
Isofluran aufrechterhalten.
Nach Einleitung der Narkose wurden die Tiere in Rückenlage auf einer Heizplatte fixiert.
Die Körpertemperatur wurde intraabdominell mit Hilfe einer Temperatursonde kontrolliert




Zur Registrierung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) wurden bei allen Tieren die
linke A. carotis und V. jugularis freigelegt und mit Polypropylenkatheter
(Innendurchmesser 0,28 mm, Portex, Lythe, Großbritannien) kanüliert. Der MAP wurde
mit Hilfe eines Druckaufnehmers (Statham Tranducer Typ P 23 ID, Statham Instruments
Inc., Oxnard, USA) und eines Elektromanometers (Press. Ampl. 863E154E, Siemens
Medizinische Technik, München, Deutschland) in [mmHg] gemessen.
Die Implantation der Katheter in die A. carotis und V. jugularis, erfolgte an einem
mikrochirurgischen Arbeitsplatz unter Verwendung eines Operationsmikroskopes (Leitz,
Wetzlar, Deutschland), welches eine 5 bis 42-fache Vergrößerung ermöglicht.
Über den Katheter in der linken V. jugularis erfolgte die kontinuerliche
Volumensubstitution mit Ringer-Laktat (RL; 0,2 ml/h; Perfusor V, B.Braun, München,
Deutschland).
3.2.3.2. Reversible partielle Ischämie der Leber
Nach Plazierung der Katheter in die A. carotis und V. jugularis wurden die Tiere
laparotomiert. Nach vorsichtigem Freipräparieren wurde mittels Gefäßclip die
Blutversorgung des linken Leberlappens durch reversibles Abklemmen des zuführenden
Gefäßnervenbündels unterbrochen7. Die Bauchhöhle wurde bei liegendem Clip mit 2




 Nach einer Ischämiezeit von 30, 60 oder 90 min wurde die Bauchhöhle wieder eröffnet
und durch Entfernen des Mikroclips der hepatische Blutfluß wiederhergestellt. Der linke
Leberlappen wurde dann zur intravitalen Videofluoreszenzmikroskopie (IVM) ausgelagert
und die postischämische Mikrozirkulation jeweils nach 30, 120 oder 240 min visualisiert
und quantitativ analysiert. Eine speziell für die Maus entwickelte
Auslagerungsvorrichtung ermöglichte eine kontinuierliche Superfusion des Organs mit
unbegaster Ringer-Laktat-Lösung, um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern.
3.2.4. Kontrolltiere
Kontrolltiere (sham-operierte Tiere) wurden nach identischem Protokoll, d.h.
Gefäßkanülierung und medianer Laparotomie, operiert und nach kurzfristigem
Abklemmen des linken Leberlappens mittels Gefäßclip (etwa 3 Sek.) für die
Intravitalmikroskopie vorbereitet. Die Beobachtungszeit betrug bei allen Kontrolltieren 30
Minuten.
3.2.5. Thrombozytenseparation
Zur Visualisierung der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion wurden Thrombozyten
isoliert und ex vivo mit Rhodamin 6G markiert111. Für jedes Experiment wurde dazu Blut
von einem syngenen Spendertier in Narkose (N2O-Isofluran) durch kardiale Punktion
entnommen und in 1 ml-Polypropylen Röhrchen gesammelt. Je 1 ml Vollblut wurde in 0,2
ml Alsevers Puffer (38 mM Zitronen-Säure, 75 mM Trisodium citrat/100 mM Dextrose)
und 0,5 ml PBS aufgenommen. Durch Zugabe von 50 µl 0,05% Rhodamin 6G (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) pro ml Vollblut wurden die Thrombozyten in vitro
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fluorochromiert. Das Blut wurde dann 10 Minuten bei 250 x g zentrifugiert. Das dadurch
demarkierte thrombozytenreiche Plasma wurde in 1 ml PBS aufgenommen und bei 2000 x
g 10 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Thrombozyten-Pellet wurde in 0,1 ml D-
PBS (PAN Systems GmbH) re-suspendiert. Die Anzahl gewonnener Thrombozyten wurde
in jeder Probe mit Hilfe eines Coulter-Counters (Coulter AC-T-Serie; Coulter
Corporation, Miami, USA) bestimmt. Dann wurde ein entsprechendes Volumen einer
Suspension, welches ca. 100 x 106 mit Rhodamin 6G-markierte Thrombozyten enthielt,
i.a. appliziert. Bei Mäusen liegt die physiologische Thrombozytenzahl bei ca. 600 x 103 µl
Vollblut. Das Blutvolumen beträgt ca. 5,85 ml/100g. Der Anteil markierter Thrombozyten
an der Gesamtpopulation zirkulierender Thrombozyten lag damit bei ca. 10-20 %111.
3.2.6. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
3.2.6.1. Technischer Aufbau
Während der Reperfusionsphase erfolgte die intavitalmikroskopische Untersuchung der
hepatischen Mikrozirkulation. Der ausgelagerte linke Leberlappen wurde mit Hilfe eines
Leitz-Orthoplan-Mikroskops (Leitz) mit einer Ploemo-Pak Lichtquelle (Leitz) und einer
100 Watt HBO Quecksilberlampe (OSRAM GmbH, München, Deutschland) untersucht.
Alle intravitalmikroskopischen Analysen wurden in Epilluminationstechnik durchgeführt.
Durch das Umschalten zwischen den Filterblöcken I2/3 (Anregung 450-490 nm; Emission:
525 nm, Leitz) und N2 (Anregung 530-560 nm; Emission: 580 nm, Leitz) wurde die
Darstellung der mittels zweier unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe selektiv gefärbten
mikrovaskulären Gefäßen und Blutzellen erreicht.
Mit Hilfe eines 25x Wasserimmersionsobjektives (W 25x/0,6; Leitz) wurde eine 500-
fache Vergrößerung erzielt. Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden mittels einer
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charge-coupled device (CCD)-Videokamera (FK 6990, Cohu, Prospective Measurements,
San Diego, USA) auf einem Bildschirm (Diagonale: 33 cm; Sony, München, Deutschland)
wiedergegeben und für die spätere Auswertung mittels einer Videoanlage (S-VHS
Panasonic AG 7330, Matsushita Electric, Tokyo, Japan) aufgezeichnet.
Nach Visualisierung der Thrombozyten wurde zusätzlich Rhodamin-6G (0,1 ml 0,2%, Mr
479, Sigma-Aldrich) appliziert, um auch die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
darstellen zu können. Zur Kontrastierung der hepatischen Mikrozirkulation wurde als
Plasmamarker 0,1 ml 5% Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-markiertes Dextran (Mr
150000; Sigma-Aldrich) verwendet. Erythrozyten stellen sich dabei im Negativkontrast
schwarz dar. Die Farbstoffe wurden intravenös in beschriebener Reihenfolge injiziert. Die
gesamte Untersuchungszeit betrug 25 Minuten. Danach erfolgten die Entnahme von Blut-
und Gewebeproben und die Tötung der Tiere durch eine Überdosis von Pentobarbital.
3.2.6.2. Mikrozirkulatorische Parameter
In einem ersten Arbeitsgang erfolgte die Untersuchung der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion, dann der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und letztlich der sinusoidalen
Perfusionsrate und der Erythrozytenfließgeschwindigkeit in hepatischen Mikrogefäßen.
Durch Variation der Fokusebene wurden oberflächliche präsinusoidale Arteriolen,
Sinusoide und postsinusoidale Venolen in der Leber sichtbar gemacht.
3.2.6.3. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion wurde in 5-7 präsinusoidalen Arteriolen
(mittlerer Durchmesser 20 µm), 5-7 postsinusoidalen Venolen (mittlerer Durchmesser 30
µm) und 5-7 Azini pro Tier nach der Applikation von Rhodamin-6G markierten
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Thrombozyten untersucht. Von jedem Gefäß wurden unter Verwendung des N2-
Filterblocks Videosequenzen von 20 Sekunden Länge aufgezeichnet. Die quantitative
Beurteilung der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion erfolgte off-line mit Hilfe des
Computer Assissted Microcirculation Analysis System, CAMAS® (Dr. Zeintl, Heidelberg,
Deutschland)194. Über ein jeweils definiertes Gefäßsegment von 100 µm wurden die
Thrombozyten, je nach ihrer Interaktion mit dem mikrovaskulären Endothel, als nicht
adhärente Zellen, als rollende oder als fest adhärente Zellen klassifiziert. Als Roller
wurden dabei diejenigen Thrombozyten definiert, welche Aufgrund von Margination und
Endothelkontakt eine gegenüber dem Zentralstrom deutlich reduzierte
Fließgeschwindigkeit aufwiesen. Die Ergebnisse sind in der Dimension Anzahl der Zellen
pro Sekunde pro Millimeter Durchmesser der Gefäße angegeben. Als adhärente Zellen
wurden diejenigen Thrombozyten bezeichnet, die länger als 20 Sekunden ohne
Positionsänderung am dem Endothel anhafteten; sie sind als Zahl der Zellen pro
Quadratmillimeter Endotheloberfläche angegeben. Die Endotheloberfläche wurde aus
Gefäßdurchmesser und Länge des untersuchten Segments errechnet, wobei eine
zylindrische Geometrie des entsprechenden Gefäßabschnittes angenommen wurde7. In
Sinusoiden wurde die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion als Anzahl stagnierender
Thrombozyten pro Azinus bzw. azinäres Segment quantifiziert. Alle Daten wurden
unmittelbar nach der quantitativen Auswertung in die Eingabemasken einer
programmierten Datenbank (Excel, Microsoft, Washington, USA) eingegeben, welche die




Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wurde in 5-7 postsinusoidalen Venolen
visualisiert. Mit Hilfe des CAMAS wurde eine quantitative Analyse durchgeführt.
Rollende und adhärente Leukozyten wurden nach den obengenannten Kriterien (siehe
3.2.6.3.) definiert und gezählt.
3.2.6.5. Sinusoidale Perfusion
 Zur Bestimmung der sinusoidalen Perfusion wurde nach der Applikation von FITC-
Dextran zur Plasmakontrastierung die Anzahl der nicht-perfundierten Sinusoide in 5-7
Azini gezählt und als prozentualer Anteil [%] aller sichtbaren Sinusoide innerhalb eines
Azinus angegeben86. Die sinusoidale Perfusion wurde periportal, midzonal und perizentral
entsprechend der zonalen Gliederung des Azinus analysiert7.
3.2.6.6. Erythrozytenfließgeschwindigkeit
Die Fließgeschwindigkeit von Erythrozyten in Sinusoiden, präsinusoidalen Arteriolen und
postsinusoidalen Venolen wurde in [mm/s] bestimmt (7-10 Einzelmessungen). Dabei
wurde mit Hilfe des CAMAS die von einer roten Blutzelle zurücklegte Wegstrecke s
bestimmt und über v=s/t die entsprechende Geschwindigkeit in [mm/s] berechnet.
3.2.7. Thrombozytenzahl
Um zu überprüfen, ob I/R die Anzahl zirkulierender Thrombozyten beeinflußt, wurde
gleich nach der Plazierung der Katheter in A. carotis und V. jugularis und am Ende des
Versuchs bei allen Tieren die Zahl der Thrombozyten [in n x10³ µl] und der Hämatokrit
[%] im Vollblut mit Hilfe eines Coulter-Counters (Coulter® AC-T-Serie; Coulter
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Corporation) bestimmt. Um Verzerrungen aufgrund von Hämodilution zu reduzieren,
wurden alle Werte auf einen Hämatokrit von 45% standardisiert. Die Thrombozytenanzahl
nach I/R wurde als Anteil [%] der präoperativen Werte angegeben.
3.2.8. Aktivitäten der Leberenzyme
Als Maß des hepatozellulären Zellschadens diente die Serumaktivität der spezifischen
Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase (AST/GOT) und Alanin-Aminotransferase
(ALT/GPT). Die Probengewinnung erfolgte am Ende des Versuchs: Es wurde circa 1 ml
arterielles Blut gewonnen und in EDTA-beschichtete Probengefäße gesammelt. Die
Blutproben wurden anschließend bei 360 C und bei 2000x g 10 min zentrifugiert (Routina
35R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland), das Plasma abpipettiert und bis zum Zeitpunkt der
Bestimmung bei -800 C eingefroren. Die Enzymaktivitäten wurden spektrophotometrisch
(Hitachi 917, Roche-Boehringer, Mannheim, Deutschland) entsprechend den
Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie in [IU/L] bestimmt. Zur
Standardisierung wurden die Ergebnisse der Enzymaktivität auf ein Gesamteiweiß von
4,92 [g/dl] normiert.
3.2.9. Quantitative Analyse der Apoptose
Die Untersuchung hepatischer Apoptose erfolgte einerseits durch die funktionelle
Bestimmung der Aktivität des spezifischen Apoptose-Induktors Caspase-3 im
Lebergewebe, und andererseits morphologisch mittels TUNEL-Färbung bzw. durch die




Kryoproben des Lebergewebes wurden in 1 ml des Lysepuffers (HEPES 25 mM, MgCl2 5
mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM; pH 7,5) homogenisiert. Nach der Zentrifugation (4°C, 5
min, 10000x g) zur Entfernung von Zelltrümmern wurde die Eiweißkonzentration mittels
der BRADFORD-Methode unter Verwendung einer Ovalbumin-Standardlösung
bestimmt. Die Aktivität der Caspase-3 wurde über die Umsetzung des spezifischen
Substrates Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC (Alexis Co., Läufelfingen, Schweiz) untersucht.
Eine Standardkurve wurde durch die serielle Verdünnung von Cumarin generiert. Die
Aktivität der Caspase-3 wurde photometrisch (Anregung: 390 nm; Emission: 460 nm;
FLUOstar®, Offenburg, Deutschland) bestimmt. Die Ergebnisse sind als Aktivität in
[nmol/h/mg Protein] dargestellt.
3.2.9.2. TUNEL-Färbung
Lebergewebe wurde in 4% Paraformaldehyd (pH 7,4) fixiert, in Paraffin eingebettet und
mittels eines Mikrotoms geschnitten. Die Schnitte (6 µm) wurden mittels TUNEL-
Methode (in situ cell death detection kit, Boeringer Mannheim Co., Germany), wie von
Grasl-Kraupp et al57 beschrieben, angefärbt. TUNEL-positive Zellen wurden mittels
Lichtmikroskopie (Vergrößerung x400) in 10 Gesichtsfeldern ausgezählt166.
3.2.9.3. Bisbenzamid-Färbung
In einer separaten Versuchsserie wurden die Fragmentation der DNA und die
Kernkondensation als Marker der hepatozellulären Apoptose mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Nach 90 min isolierter reversibler Ischämie des
linken Leberlappens und 60 min Reperfusion wurden Zellkerne des Lebergewebes mittels
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i.a. Applikation von Bisbenzamid H33342 (20 mM/kg KG, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) gefärbt. Die intravitalmikroskopische Epiilumination erfolgte durch die
Verwendung eines UV-Filterblockes (Anregung 340-380 nm, Emission 450 nm, Leitz).
3.3. Versuchsprotokolle
Entsprechend den unter Punkt 2 genannten Zielen wurden in der vorliegenden Arbeit drei
unterschiedliche Versuchsprotokolle verwendet,
1) zur systematischen Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach I/R der
Leber;
2) zur Untersuchung der Rolle von P-Selektin für diese Interaktion;
3) zur Analyse des Einflusses von Thrombozyten auf den I/R-Schaden der Leber.
3.3.1. Systematische Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach I/R
der Leber
3.3.1.1. Versuchsgruppen
Zur systematischen Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in Abhängigkeit
von der Ischämie- bzw. Reperfusionszeit wurden insgesamt 10 Versuchsgruppen
untersucht (Tab. 2.). Da in Vorversuchen mit n=3 gezeigt werden konnte, daß die
Reperfusionszeit im Zeitintervall zwischen 30 und 240 min nur einen geringeren Einfluß
auf die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion hat, wurde darauf verzichtet, alle Gruppen
in einer Stärke von n=7 zu analysieren. Um statistische Untersuchungen zu ermöglichen,
wurden Experimente in den Gruppen 1,2 und 8 mit n=7 Tieren durchgeführt (Tab.2).
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Tab.2. Versuchsgruppen zur systematischen Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-







1 sham 30 7
2 30 30 7
3 30 120 3
4 30 240 3
5 60 30 3
6 60 120 3
7 60 240 3
8 90 30 7
9 90 120 3
10 90 240 3
3.3.1.2. Versuchsablauf
Eine Synopsis des experimentellen Protokolls ist in Abbildung 1 wiedergegeben. Der
Versuch begann mit einer 60-min Operation gefolgt von jeweils 30, 60 oder 90 min
Ischämie je nach Versuchsgruppe (siehe oben). Im Anschluß daran wurde der Mikroclip
entfernt und die Leber reperfundiert. Untersuchungen der hepatischen Mikrozirkulation
erfolgten nach jeweils 30, 120 oder 240 min Reperfusion. Im Anschluß an die IVM
wurden die Tiere getötet und Blut bzw. Organproben entnommen.
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Abb. 1. Experimentelles Protokoll zur systematischen Analyse der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion nach hepatischer I/R
3.3.2. Bedeutung von P-Selektin für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach
hepatischer I/R
Die Mechanismen der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach hepatischer I/R sind
nur unzureichend aufgeklärt (vgl. Einleitung). Während in anderen Organen, wie z.B. dem
Herzen, den Lungen und dem Darm, eine substantielle Rolle der Adhäsionsmoleküle P-
Selektin für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach I/R demonstriert wurde,
liegen in der Leber bislang nur ex vivo Untersuchungen vor, die eine reduzierte
Thrombozytenaggregation in P-Selektin-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren nach I/R mittels Immunhistochemie zeigen konnten. In vivo ist über die Rolle von
P-Selektin im Rahmen der postischämischen Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in
der Leber nichts bekannt.
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Ziel des zweiten Abschnitts der Arbeit war es daher, die Bedeutung von P-Selektin für die
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion und für den mikrovaskulären und
hepatozellulären Organschaden nach I/R der Leber zu untersuchen.
3.3.2.1. Versuchsgruppen
Die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion wurde an Wildtyp-Mäusen in einer
Kontrollgruppe und in einer Gruppe nach 90 min Ischämie und 20 min Reperfusion
untersucht (n=7). Als Thrombozytenspender dienten in diesen beiden Gruppen P-Selektin-
positive Tiere. In einer dritten Gruppe, wurden P-Selektin-defiziente Thrombozyten den P-
Selektin-defizienten Tieren nach I/R infundiert (n=7).
Um die Rolle des endothelialen im Vergleich zum thrombozytären P-Selektin für die
postischämische Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion zu klären, wurden P-Selektin-
defiziente Thrombozyten den Wildtyp-Tieren (n=7) appliziert bzw. Wildtyp-
Thrombozyten den P-Selektin-defizienten Tieren (n=7) nach I/R infundiert (Tab. 3).
Tab. 3. Versuchsgruppen zur Untersuchung der Rolle von P-Selektin für die




I/R CD62P -/- Endothel und CD62P-/-applizierte
Thrombozyten
7
I/R CD62 -/- applizierte Thrombozyten 7
I/R CD62 -/-Endothel 7
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3.3.2.2. Versuchsablauf
In Inhalationsanästhesie wurde in Wildtyp- und CD62P-/-C57BL/6-Mäusen eine
reversible Ischämie des linken Leberlappens für 90 min induziert (Abb 2). Als Kontrolle
wurden schein-operierte Wildtyp-Tiere untersucht. Thrombozyten wurden aus separaten
syngenen (CD62P+/+ bzw. CD62P-/-) Spendertieren isoliert, mittels Rhodamin-6G ex
vivo angefärbt und intraarteriell nach 20 Minuten Reperfusion appliziert. Die
Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und die sinusoidale
Perfusionsrate wurden nach dem oben beschriebenen Verfahren mittels IVM visualisiert
und quantitativ analysiert. Am Versuchsende wurden Gewebeproben und Blutproben
entnommen. Danach wurden die Tiere mit einer Überdosis von Pentobarbital getötet.
Abb. 2. Experimentelles Protokoll der Untersuchungen zum Einfluß der P-Selektin-
















3.3.3. Einfluß von Thrombozyten auf den hepatozellulären I/R-Schaden
Da aus der Literatur bekannt ist, daß die Blockade von P-Selektin auch die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion in postischämischen Venolen reduzieren kann, sollten diese
Untersuchungen die differentielle Bedeutung der Thrombozyten im Vergleich zu
Leukozyten näher aufklären. Wie Untersuchungen am postischämischen Darm gezeigt
haben112, wird die postischämische Thrombozytenadhäsion über Fibrinogen vermittelt,
welches zwischen dem konstitutiv exprimierten ICAM-1 der Endothelzelle und dem
entsprechenden GPIIb/IIIa-Liganden der Thrombozyten eine feste Bindung herstellt.
Wir stellten die Hypothese auf, daß Fibrinogen nach Ischämie-Reperfusion der Leber die
Thrombozytenadhäsion vermittelt. Darüberhinaus sollte eine Hemmung dieses
Mechanismus die Untersuchung der differentiellen Bedeutung der Thrombozyten-
gegenüber der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei der Ausbildung des hepatischen
I/R-Schadens demonstrieren.
3.3.3.1. Experimentelle Gruppen und Versuchsablauf
Wie eingangs beschrieben, wurden die Tiere laparotomiert und der linke Leberlappen für
90 min reversibel abgeklemmt. Die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion wurde in
einer Kontrollgruppe (n=7) und in einer Gruppe nach Ischämie-Reperfusion untersucht
(n=7). In einer dritten I/R-Gruppe wurde ein polyklonaler Antikörper gegen Maus-
Fibrinogen (4 mg/kg KG; Nordic Immunology, Tilburg, Niederlanden) kurz vor Beginn
der Reperfusion intravenös appliziert (n=7)112. In einer weiteren Gruppe wurde ein
Kontroll-IgG (4 mg/kg KG) i.v. infundiert (n=4), um auszuschließen, daß die durch den
Fibrinogen-Antikörper vermittelten Effekte lediglich unspezifische Artefakte sind. Nach
20 min Reperfusion erfolgten die Applikation von ex vivo mit Rhodamin 6G markierten
Thrombozyten und intravitalmikroskopische Untersuchungen nach dem eingangs
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beschriebenen Protokoll (Abb. 3). Wiederum wurden Gewebe- und Blutproben
entnommen.
Abb. 3. Experimentelles Protokoll zur Untersuchung des Einflusses der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion auf den I/R Schaden der Leber.
3.3.3.2. Fibrinbindung am postischämischen Endothel
Die Fibrin(ogen)ablagerung am hepatischen Endothel wurde in vivo in präsinusoidalen
Arteriolen, postsinusoidalen Venolen und Sinusoiden mittels IVM visualisiert. Alexa 488-
konjugiertes Fibrinogen (17 mg/kg KG, Molecular Probes, Eugene, USA), wurde kurz
vom Ischämiebeginn intravenös injiziert112. Die Fibrinogenbindung auf dem
postischämischen Endothel wurde unter Kontrollbedingungen (n=3) und nach 90 min
Ischämie/30 min Reperfusion (n=3) in 5-7 präsinusoidalen Arteriolen, 5-7 Sinusoiden und
5-7 postsinusoidalen Venolen untersucht.
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Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Sämtliche statistischen Analysen wurden unter Verwendung des Software
Pakets Sigma Stat TM (Jandel Corporation, St. Rafael, CA, USA) durchgeführt. Die
Ergebnisse wurden mittels dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt von dem Student-Newman-




4.1. Systematische Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der systematischen Analyse der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach hepatischer Ischämie-Reperfusion in
Abhängigkeit von der Ischämie- und Reperfusionszeit dargestellt werden.
4.1.1. Makrohämodynamik
Kontrollgruppe: Bei den schein-operierten Kontrolltieren waren über den gesamten
Verlauf des Experiments keine signifikanten Änderungen des mittleren arteriellen
Blutdrucks zu ermitteln. Der MAP lag dabei zu Versuchsbeginn bei 94±3 [mmHg], am
Versuchsende bei 94±2 [mmHg].
I/R-Gruppen: In allen I/R-Gruppen blieb der MAP über den gesamten Beobachtungsraum
stabil ohne Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. (Tab.4-6).
Tab.4. MAP-Ausgangswerte in [mmHg]
Reperfusion [min]
Ischämie [min] 30 120 240
30 973 905 905
60 939 905 923
90 992 913 906
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Tab. 5. MAP während der Ischämie in [mmHg]
Reperfusion [min]
Ischämie [min] 30 120 240
30 973 994 915
60 948 905 932
90 991 913 925
Tab. 6. MAP während der Reperfusionszeit in [mmHg]
Reperfusion [min]
Ischämie [min] 30 120 240
30 953 894 912
60 914 913 913
90 982 903 904
4.1.2. Körperkerntemperatur
Die Körpertemperatur wurde in allen Versuchsgruppen kontinuierlich kontrolliert und lag
immer zwischen 36°C-37°C (Tab. 7).
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Tab. 7. Körperkerntemperatur während Ischämie in [°C]
Reperfusion [min]
Ischämie [min] 30 120 240
30 36,30,2 36,60,2 36,60,3
60 36,80,2 36,50,1 36,90,1
90 36,40,2 36,00,7 37,00,1
 4.1.3. Mikrozirkulation
4.1.3.1. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Die mit Rhodamin-6G-markierten Thrombozyten waren in präsinusoidalen Arteriolen,
Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen gut visualisierbar. Permanent adhärente
Thrombozyten fanden sich nicht nur in postsinusoidalen Venolen und Sinusoiden, sondern
auch in Arteriolen (Abb. 4).
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Abb. 4. Intravitalmikroskopische Aufnahmen der hepatischen Mikrozirkulation nach
Applikation von Rhodamin-gefärbten Thrombozyten mit postischämischer Thrombozyten-
Akkumulation in präsinusoidalen Arteriolen (links) und postsinusoidalen Venolen (rechts)
nach 90-minütiger Ischämie und 30 Minuten Reperfusion. Während unter
Kontrollbedingungen (A) nur wenige Thrombozyten mit dem hepatischen Endothel
interagierten, fanden sich nach I/R deutlich mehr Thrombozyten sowohl in Arteriolen als
auch Venolen  und Sinusoiden (B). Die weißen Pfeile geben die Flußrichtung des Blutes
an, die schwarzen Pfeile weisen auf am Endothel adhärente Thrombozyten. S: Sinusoide;
HA: Arteriole; P: Portale Gefäße. Vergrößerung x500. Balkenlänge 50 µm.
Bei den Kontrolltieren interagierten nur wenige Thrombozyten mit dem Endothel in
präsinusoidalen Arteriolen, postsinusoidalen Venolen und Sinusoiden. In Arteriolen bzw.
Venolen wurden 0,40,1 [1/s/mm] bzw. 0,80,1 [1/s/mm] rollende und 63,64,8 [1/mm²]
bzw. 66,04,6 [1/mm²] permanent adhärente Thrombozyten beobachtet. In Sinusoiden
wurden unter Kontrollbedingungen kein Thrombozytenrollen und nur geringe
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Thrombozytenadhärenz (periportal: 0,60,1 [1/Segment], midzonal: 0,90,1 [1/Segment]
und perizentral: 0,60,1 [1/Segment] registriert.
In den I/R-Gruppen wurde die Abhängigkeit der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
von der Ischämiedauer untersucht. Hierbei fand sich nach 30 min Ischämie gefolgt von 30
min Reperfusion im Vergleich zur Kontrollgruppe ein geringer Anstieg der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in Arteriolen, Sinusoiden und Venolen. Dabei
wurden in Arteriolen 1,40,3 [1/s/mm] rollende und 146,87,2 [1/mm²] adhärente
Thrombozyten und in Venolen 2,40,2 [1/s/mm] rollende und 182,213,7 [1/mm²]
adhärente Thrombozyten registriert. In den Sinusoiden betrug die Anzahl adhärenter
Thrombozyten 1,90,2 [1/Segment] periportal, 2,60,2 [1/Segment] midzonal und
1,80,2 [1/Segment] perizentral.
Nach 60 min Ischämie wurde demgegenüber bei gleichbleibender Reperfusionszeit eine
tendenziell vermehrte Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion beobachtet. Die Anzahl
rollender Thrombozyten lag in Arteriolen bei 4,30,5 [1/s/mm] und in Venolen bei
5,30,1 [1/s/mm]. Die Anzahl fest adhärenter Thrombozyten war in Arteriolen
377,135,9 [1/mm²] und in Venolen 407,921,6 [1/mm²]. Ohne wesentliche Unterschiede
war die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in den Sinusoiden: periportal: 2,20,1
[1/Segment], midzonal: 3,40,2 [1/Segment], perizentral: 2,10,1 [1/Segment].
Nach 90 min Ischämie und 30 min Reperfusion wurde in den hepatischen Mikrogefäßen
ein signifikanter Anstieg der Anzahl rollender und adhärenter Thrombozyten beobachtet
(Abb. 5). Dabei fanden sich sowohl in Arteriolen (6,00,5 [1/s/mm]) als auch in Venolen
(6,50,2 [1/s/mm]) eine signifikant erhöhte Anzahl rollender Thrombozyten. Damit
einhergehend war die Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten signifikant sowohl in
Arteriolen 599,024,6 [1/mm²] als auch in Venolen 542,824,3 [1/mm²] erhöht.
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In den Sinusoiden war die Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten signifikant
gegenüber der Kontrollgruppe erhöht (pp: 3,30,2 [1/Segment], mz: 4,70,3 [1/Segment],
pz: 3,60,3 [1/Segment]), während die Anzahl der rollenden Thrombozyten unverändert
war.
Die unterschiedliche Reperfusionszeit hatte im Gegensatz zur Ischämiedauer keinen
Einfluß auf die Anzahl rollender und permanent adhärenter Thrombozyten (Abb. 6).
Aufgrund der Ergebnisse dieser systematischen Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion nach hepatischer I/R wurden die nachfolgenden Untersuchungen zu den
Mechanismen dieser Interaktion nach 90 min Ischämie und 30 min Reperfusion
durchgeführt.
39
Abb. 5. Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten in hepatischen Arteriolen (A) und
Venolen (B) in Abhängigkeit von der Ischämiezeit. Reperfusion 30 min. MWSEM,* p<0,05
vs. Sham, n=7 bei I 30 min und I 90 min, n=3 bei I 60.





























Abb. 6. Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten in Arteriolen (A) und Venolen (B) in
Abhängigkeit von der Reperfusionszeit. Ischämie 90 min. MWSEM,* p<0,05 vs. Sham,





























Leukozyten wurden mittels intravenöser Applikation von Rhodamin 6G markiert und in
postsinusoidalen Venolen bezüglich ihrer Interaktion mit dem hepatischen Endothel
visualisiert und quantitativ analysiert.
Kontrollgruppe: Bei schein-operierten Tieren interagierten nur wenige Leukozyten mit
dem hepatischen Endothel. Nur 1,20,1 [1/s/mm] Leukozyten rollten an der
Endothelzelloberfläche entlang, permanent adhärente Leukozyten wurden nicht beobachtet
(00 [1/mm²]).
I/R-Gruppen: Nach 30-minütiger Ischämie gefolgt von 30 min Reperfusion wurde ein
geringer Anstieg der Anzahl rollender (2,60,4 [1/s/mm]) und permanent adhärenter
(67,85,1 [1/mm²]) Leukozyten gegenüber der Kontrollgruppe registriert, der nach 60-
minütiger Ischämie weiter zunahm (6,50,5 [1/s/mm] bzw. 224,336,7 [1/mm²]).
Nach 90 min Ischämie war die Anzahl rollender (13,81,1 [1/s/mm]) und permanent
adhärenter Leukozyten (344,513,1 [1/mm²]) signifikant erhöht. Obwohl die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion auch bei zunehmender Reperfusionszeit tendenziell vermehrt
auftrat, war diese Entwicklung nicht signifikant (Tab. 8).
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Tab.8. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei unterschiedlicher Ischämie- und
Reperfusionszeit
Reperfusionszeit [min]
Ischämiezeit [min] 30 120 240
Rollende Leukozyten [1/s/mm]
30 2,60,4 2,90,3 4,20,4
60 6,50,5 8,51,5 7,60,3
90 13,81,1* 15,10,9 15,61,6
Adhärente Leukozyten [1/mm²]
30 67,85,2 99,012,6 110,85,8
60 224,336,7 250,538,5 199,07,2
90 344,513,1* 372,221,8 355,327,7
4.1.3.3. Sinusoidale Perfusion
In der Kontrollgruppe betrug die sinusoidale Perfusionsrate im periportalen Anteil des
Azinus 931 [%], im midzonalen 931 [%] und im perizentralen 941 [%]. Nach 30 min
Ischämie und 30 min Reperfusion wurde keine signifikante Änderung der sinusoidalen
Perfusion im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Nach 60-minutiger Ischämie lag die
Anzahl der perfundierten Sinusoide bei 853 [%] in der periportalen Zone (pp), bei 791
[%] in der midzonalen Zone (mz) und bei 832 [%] in der perizentralen Zone (pz). Nach
90 min Ischämie fand sich eine signifikante Reduktion gegenüber den schein-operierten
Tieren (pp: 712 [%], mz: 711 [%], pz: 701 [%]). Die Ergebnisse zur Abhängigkeit der
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sinusoidalen Perfusion von der Reperfusionsdauer demonstrieren, daß sowohl nach 120
min als auch nach 240 min Reperfusion keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen vorlagen (Abb. 7; Tab. 9).
Tab. 9. Perfusionsrate in den Sinusoiden in [%]
Reperfusionszeit [min]Ischämiezeit
[min] 30 120 240
pp mz pz pp mz pz pp mz pp
sham 931 931 941 - - - - - -
30 901 901 902 892 902 902 841 851 843
60 832 791 853 813 821 832 782 791 823
90 701* 711* 712* 701 721 751 723 711 702
* p<0,05 vs. Sham. Azinussegmente: pp=periportal, mz=midzonal, pz=perizentral.
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Abb. 7. Intravitalmikroskopische Aufnahmen der hepatischen Mikrozirkulation unter
Kontrollbedingungen (oben) und nach 90 min Ischämie/30 min Reperfusion (unten). Auf
dem unteren Bild sind nicht-perfundierte Sinusoide als Hinweis auf eine verminderte
sinusoidale Perfusion zu erkennen (Pfeil). Vergrößerung x500. Balkenlänge 50 µm.
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4.1.3.4. Erythrozytenfließgeschwindigkeit
Da die Blutfließgeschwindigkeit in den hepatischen Mikrogefäßen die Thrombozyten-
bzw. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion beeinflussen kann, wurde diese in allen
Versuchen gemessen. Sie lag unter Kontrollbedingungen bei 0,70,1 [mm/s] in
Sinusoiden, bei 1,50,2 [mm/s] in Venolen und bei 1,60,1 [mm/s] in Arteriolen. Nach
I/R wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
gefunden.
4.1.4. Thrombozytenzahl
Die Thrombozytenzahl wurde im Vollblut der Tiere vor Ischämieinduktion und nach I/R
bestimmt. Die Änderungen der systemischen Thrombozytenzahl in Abhängigkeit von der
Ischämie sind in Abb. 8 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion der
Thrombozytenzahl nach 90-minütiger Ischämie bei 30 min Reperfusion.
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Abb. 8. Änderung der Thrombozytenzahl im Vollblut nach I/R im Vergleich zur Kontrolle.
Darstellung in [%] von den Werten vor Ischämieinduktion. Reperfusionszeit 30 min.
MWSEM,* p<0,05 vs. Sham, n=7 bei I 30 min/R 30 min und I 90 min/R 30 min, n=3
bei I 60 min/R 30 min.
4.1.5. Leberenzyme
Als Maß für den hepatozellulären Schaden wurden die Aktivitäten der Enzyme GOT und
GPT im Serum bestimmt. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der
intravitalmikroskopischen Untersuchung waren die Aktivitäten der Leberenzyme in der
Kontrollgruppe und nach 30 min Ischämie nicht erhöht. Im Gegensatz dazu wurde ein
signifikanter Anstieg der GOT- und GPT-Aktivitäten nach 90 min Ischämie und 30 min
Reperfusion beobachtet (Tab. 10). Bei Verlängerung der Reperfusionszeit fanden sich
tendenziell gesteigerte Enzymaktivitäten gegenüber kürzeren Reperfusionszeiten (Tab.
10).
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sham 302,839,9 - -
30 349,851,0 603,615,3 649,645,8
60 420,111,9 964,2492,4 1021,7289,3
90 2369,6458,4* 1509,6381,2 2903,61651,6
GPT [IU/L]
sham 118,619,2 - -
30 204,424,1 438,9104,6 345,877,7
60 419,342,1 831,6437,7 598,345,4
90 2329,3325,7* 1214,0702,6 4490,72666,6
* p<0,05 vs. Sham.
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4.2 Die Bedeutung von P-Selektin für die Thrombozyten-Endothelzellen-Interaktion
nach hepatischer I/R
Im zweiten Teil der Studie wurde die Rolle von endothelialem vs. thrombozytärem P-
Selektin für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion und den mikrovaskulären
Schaden nach hepatischer I/R analysiert.
4.2.1. Makrohämodynamik
In allen Versuchsgruppen waren über den gesamten Verlauf des Experiments keine
signifikanten Änderungen des mittleren arteriellen Blutdrucks zu beobachten (Tab. 11).
Tab. 11. Mittlerer arterieller Blutdruck in [mmHg]
Gruppe Baseline Ischämie Reperfusion
sham 943 - -
I/R CD62P+/+ 993 992 982







I/R CD62P-/- Endothel 952 952 952
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4.2.2. Körperkerntemperatur
Bei der Messung der Körperkerntemperatur wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen registriert. Die Temperatur ließ sich während des gesamten
Versuchsablaufs konstant zwischen 36°C und 37°C halten.
4.2.3. Mikrozirkulation
4.2.3.1. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion.
In dieser Versuchsreihe wurden Thrombozyten von Wildyp- bzw. P-Selektin-defizienten
Tieren isoliert und intraarteriell Wildtyp- bzw. P-Selektin-defizienten Mäusen appliziert.
In den schein-operierten Tieren wurden keine rollenden Thrombozyten beobachtet. Wie
schon gezeigt, fand sich in den Wildtyp-Tieren ein signifikanter Anstieg der Anzahl
rollender Rhodamin 6G-markierter Wildtyp-Thrombozyten in Arteriolen und Venolen
nach 90 min Ischämie. Nach der Applikation von P-Selektin-defizienten Thrombozyten in
P-Selektin-defiziente Versuchstiere wurde jedoch kein Thrombozytenrollen beobachtet
(Abb. 9A).
In ähnlicher Weise wurden in der Kontrollgruppe nur vereinzelt permanent adhärente
Thrombozyten beobachtet. Nach I/R wurde eine deutliche Zunahme der Anzahl fest
adhärenter Thrombozyten registriert, wenn sowohl die Versuchstiere als auch die
applizierten Thrombozyten P-Selektin exprimierten. Im Gegensatz dazu zeigte sich keine
Thrombozytenadhäsion nach der Applikation P-Selektin-defizienter Thrombozyten in P-
Selektin-defizienten Versuchstieren (Abb. 9B).
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Abb. 9. Anzahl rollender (A) und adhärenter (B) Thrombozyten in präsinusoidalen
Arteriolen (■) und postsinusoidalen Venolen (□) unter Kontrollbedingungen und nach I/R.





































Da P-Selektin nicht nur in Weibel-Palade-Körperchen von Endothelzellen sondern auch in
den -Granula von Thrombozyten gespeichert vorliegt, wurde die Bedeutung des
endothelialen P-Selektins im Vergleich zum thrombozytären P-Selektin für die
postischämische Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion analysiert. Hierfür wurden zwei
zusätzliche Gruppen nach I/R untersucht. Die Anzahl rollender und adhärenter
Thrombozyten war in Wildtyp-Tieren nach der Applikation von P-Selektin-defizienten
Thrombozyten signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht. Im Gegensatz dazu
wiesen P-Selektin-defiziente Tiere nach der Applikation von Wildtyp-Thrombozyten
ebenfalls kein Rollen und keine Adhärenz auf. Dieses Ergebnis fand sich sowohl in
Arteriolen als auch in postsinusoidalen Venolen (Tab.12).
Tab. 12. Die Rolle von endothelialem vs. thrombozytärem P-Selektin für die







Arteriolen 0,40,1 6,80,4* 0,40,1Anzahl rollender
Thrombozyten
[1/mm/sec]
Venolen 0,8 0.1 6,30.7* 0,50,1
Arteriolen 63,64,8 495,418,8* 85,411,4Anzahl adhärenter
Thrombozyten
[1/mm²]
Venolen 66,04,6 523,531,4* 102,210,0
* p<0,05 vs. Sham
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Im Gegensatz zu Arteriolen und Venolen war in den Sinusoiden der P-Selektin-defizienten
Empfängertiere die Anzahl adhärenter Thrombozyten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
signifikant erhöht (Tab. 13).
Tab. 13. Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten in den Sinusoiden nach I/R










n/Azinus 2,10,2 11,50,6* 7,70,6* 12,00,5* 8,30,8*
 * p<0,05 vs. Sham.
4.2.3.2. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
Zusätzlich wurde die Bedeutung von P-Selektin für die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion nach hepatischer I/R untersucht. Die Anzahl rollender und adhärenter
Leukozyten nahm nach 90 min Ischämie in den P-Selektin-positiven Tieren signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu. Im Gegensatz dazu wurde bei den Tieren, welche auf der
Endotheloberfläche kein P-Selektin exprimierten, nach 90-minutiger Ischämie kein 
Leukozytenrollen und keine Adhärenz beobachtet (Abb. 10).
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Abb. 10. Anzahl rollender (A) und permanent adhärenter (B) Leukozyten in































Die sinusoidale Perfusion wurde als Parameter des mikrovaskulären Schadens untersucht.
Während die sinusoidale Perfusion in der Kontrollgruppe bei 932 [%] lag, war diese
nach 90 min Ischämie gegenüber der Kontrolle signifikant reduziert (712 [%]). Im
Gegensatz dazu war dieses sinusoidale Perfusionsdefizit in P-Selektin-defizienten Tieren
nicht zu beobachten. (Abb. 11).
Abb. 11. Sinusoidale Perfusionsrate unter Kontrollbedingungen und nach I/R.
MWSEM,* p<0,05 vs. Sham, # p<0,05 vs. I/R.
4.2.4. Leberenzyme
Um zu überprüfen, inwiefern die reduzierte Interaktion der Thrombozyten und Leukozyten










CD62P+/+   CD62P-/-   
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wurden die Leberenzyme GOT und GPT bestimmt. In Übereinstimmung mit den
Ergebnissen der Mikrozirkulationsanalyse fand sich in den P-Selektin-defizienten Tieren
nach I/R eine reduzierte Enzymaktivität im Vergleich zu der Wildtyp-I/R-Gruppe. (Abb.
12).
Abb. 12. Serumaktivitäten der Leberenzyme unter Kontrollbedingungen und nach I/R.
MittelwerteSEM,* p<0,05 vs. Sham, # p<0,05 vs. I/R.
4.2.5. Hepatozelluläre Apoptose
Die hepatozelluläre Apoptose wurde mittels Bestimmung der Caspase-3-Aktivität im



















Fragmentation untersucht. Die Caspase-3-Aktivität betrug in der Kontrollgruppe 12475
[nmol/h/mg Protein]. Nach 90 min Ischämie und 60 min Reperfusion fand sich ein
signifikanter Anstieg der Enzymaktivität in den Wildtyp-Tieren (822151 [nmol/h/mg
Protein]). Im Gegensatz dazu wiesen P-Selektin-defiziente Tiere eine signifikant
reduzierte Caspase-3-Aktivität (15794 [nmol/h/mg Protein]) im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren nach I/R auf (Abb. 13).
Abb. 13. Caspase-3-Aktivität im Gewebe unter Kontrollbedingungen und nach I/R.

























TUNEL-positive Zellen wurden mittels Lichtmikroskopie pro Gesichtsfeld (high power
field-HPF) in 10 Feldern gezählt. Während in schein-operierten Tieren nur vereinzelt
TUNEL-positive Zellen (0,50,1 [Zellen/HPF]) registriert wurden, stieg die Anzahl
TUNEL-positiver Hepatozyten in den Wildtyp-Mäusen nach I/R um das 14-fache an. In
der Gruppe, in welcher P-Selektin-defiziente Empfängertiere verwendet wurden, fanden
sich hingegen nur wenige apoptotische Hepatozyten im postischämischen Gewebe (Abb.
14). Es ist zu betonen, daß in unseren Untersuchungen nach I/R weder in Wildtyp- noch
in P-Selektin-defizienten Tieren TUNEL-positive Endothelzellen beobachtet wurden.
Abb. 14. Anzahl TUNEL-positiver Hepatozyten im Gewebe pro Gesichtsfeld in der

























Mittels intravitalmikroskopischer Untersuchungen nach DNA-Färbung mit Bisbenzamid
konnten spezifische Apoptosezeichen (Kernkondensation und Zellen mit fragmentierter
DNA) entsprechend den in der Literatur beschriebenen Kriterien125 dargestellt werden.
Während nach I/R im hepatischen Gewebe von Wildtyp-Tieren eine Vielzahl an Zellen
mit Kernkondensation und DNA-Fragmentation beobachtet wurde, fanden sich in der
Leber P-Selektin-defizienter Tiere nach I/R nur vereinzelt Zellen mit apoptotischen
Kernen (Abb. 15).
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Abb. 15: Intravitalmikroskopische Darstellung der DNA-Fragmentation (Pfeile) und
Kernkondensation (Pfeilkopf) nach i.v. Applikation von Bisbenzamid (A: Kontrollgruppe, B:
nach der I/R in Wildtyp Tieren, C: nach der I/R in CD62P-/- Tieren). Vergrößerung x500.
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4.3. Einfluß von Thrombozyten auf den hepatischen I/R-Schaden
Im dritten Teil der Arbeit wurden die Rolle von Fibrinogen für die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion und die differentielle Bedeutung von Thrombozyten und
Leukozyten bei der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens untersucht.
4.3.1. Mittlerer arterieller Blutdruck
Der MAP blieb bei allen Tieren stabil und zeigte über die gesamte Dauer des Experiments
keine signifikanten Unterschiede gegenüber den Ausgangswerten (Tab. 14).
Tab. 14. Mittlerer arterieller Blutdruck in [mmHg]
Gruppe Baseline Ischämie Reperfusion
sham 943 - -
I/R 993 992 982
I/R-antiFbg-AK 982 972 941
I/R-IgG 1023 1002 974
4.3.2. Mikrozirkulation
4.3.3.1. Fibrinbindung am hepatischen Endothel
Die Fibrin(ogen)bindung am hepatischen Endothel wurde in vivo mittels intravitaler
Mikroskopie untersucht. In Tieren ohne I/R war Alexa-488-markiertes Fibrinogen
homogen im Plasma verteilt. Weder am Endothel präsinusoidaler Arteriolen oder
Sinusoide noch an dem postsinusoidaler Venolen wurde eine Fibrinablagerung registriert.
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Abb. 16. Intravitalmikroskopische Aufnahmen nach Applikation von Alexa-488-
markiertem Fibrinogen. Während unter Kontrollbedingungen keine Fibrinbindung (A)
beobachtet wurde, induzierte hepatische I/R die Akkumulation von Fibrin (B) in




Im Gegensatz dazu induzierte hepatische I/R die Ablagerung von Alexa-488-konjugiertem
Fibrin(ogen) an die Oberfläche des Endothels hepatischer Arteriolen, Sinusoide und
Venolen (Abb. 16).
4.3.3.2. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Um die Bedeutung von Fibrinogen für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach
hepatischer I/R zu untersuchen, wurde ein polyklonaler Antikörper gegen Fibrinogen
direkt zum Beginn der Reperfusionsphase i.v. appliziert. Unter Kontrollbedingungen
wurde nur eine geringere Anzahl rollender und permanent adhärenter Thrombozyten
registriert. Im Gegensatz dazu fand sich ein signifikanter Anstieg der Anzahl rollender und
adhärenter Thrombozyten nach 90 min Ischämie. Nach der Applikation des
Antifibrinogen-Antikörpers war die Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten in
präsinusoidalen Arteriolen (143,119,8 [1/mm²]) (Abb. 17A), Sinusoiden (3,70,3
[1/Azinus]) (Abb. 18) und postsinusoidalen Venolen (132,818,7 [1/mm²]) (Abb. 17B)
signifikant im Vergleich zur nicht-behandelten I/R-Gruppe reduziert, während sich die
Anzahl rollender Thrombozyten nicht änderte. Die Applikation eines Kontrollantikörpers
hatte keinen Einfluß auf die I/R-induzierte Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion.
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Abb. 17. Anzahl permanent adhärenter Thrombozyten in präsinusoidalen Arteriolen (A)
und postsinusoidalen Venolen (B) unter Kontrollbedingungen, nach I/R und nach
Applikation eines spezifischen Fibrinogenantikörpers (Anti-Fbg, n=7), bzw. eines
unspezifischen Antikörpers (IgG, n=4). MWSEM. *P<0,05 versus sham.





























Abb. 18. Trombozytenadhäsion in Sinusoiden nach I/R und nach Applikation eines
spezifischen Fibrinogenantikörpers (n=7) bzw. unspezifischen Kontrollantikörpers (n=4).
MWSEM. *P<0,05 versus sham.















Im Gegensatz zu der signifikanten Reduktion der Thrombozytenadhärenz nach
Fibrinogenhemmung war die Anzahl rollender und permanent adhärenter Leukozyten nach
der Applikation des Antifibrinogen-Antikörpers mit 12,81,1 [1/s/mm] bzw. 289,622,6
[1/mm²] unverändert hoch. Die Applikation des Kontroll-Antikörpers hatte keine Wirkung
auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den postsinusoidalen Venolen (Abb. 19).
Abb. 19. Leukozytenadhäsion in postsinusoidalen Venolen nach I/R und nach Applikation
eines spezifischen Fibrinogenantikörpers (anti-Fbg, n=7), bzw. eines unspezifischen
Kontrollantikörpers (IgG, n=4). MWSEM. *P<0,05 versus sham.














Wie oben erwähnt, war die sinusoidale Perfusion nach 90 min Ischämie und 20 min
Reperfusion signifikant gegenüber der Kontrollgruppe reduziert. Nach der Applikation des
Antifibrinogen-Antikörpers war das postischämische Perfusionsdefizit signifikant
verbessert. Die sinusoidale Perfusionsrate betrug in dieser Gruppe 852 [%]. (Abb. 20).
 Abb. 20. Sinusoidale Perfusionsrate unter Kontrollbedingungen, nach I/R und nach
Applikation eines Antifibrinogen-AK bzw. Kontroll-AK. MWSEM *P<0,05 vs. sham. #
p<0,05 vs. I/R.













Während in der Kontrollgruppe die Aktivitäten der GOT/GPT nicht erhöht waren (GOT:
302,839,9 und GPT: 118,619,2 [IU/L]), induzierte I/R einen signifikanten Anstieg
der Enzymaktivitäten (GOT: 2369,6458,4 und GPT: 2329,7325,7 [IU/L]). Nach der
Hemmung der Thrombozytenadhärenz waren die Aktivitäten der GOT und GPT
signifikant reduziert (GOT: 1042,1227,6 [IU/L]; GPT: 481,1201,1 [IU/L]). Der
Kontroll-Antikörper hatte hingegen diesen protektiven Effekt nicht. (Abb. 21).
Abb. 21. Serumaktivität der Leberenzyme nach I/R und nach Applikation eines
spezifischen Fibrinogenantikörpers (anti-Fbg, n=7), bzw. eines unspezifischen























 Der Einfluß der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion auf die Induktion der
hepatozellulären Apoptose wurde mittels Bestimmung der Caspase-3-Aktivität und
TUNEL-Färbung quantifiziert. In schein-operierten Tieren wurde keine Apoptose-
Induktion beobachtet. Nach I/R fand sich hingegen ein signifikanter Anstieg der Caspase-
3-Aktivität (822150 [nmol/h/mg]) und der Anzahl TUNEL-positiver Hepatozyten
(7,92,4 [Zellen/HPF]). Im Gegensatz dazu reduzierte die Hemmung der
Thrombozytenadhärenz signifikant die Caspase-3-Aktivität (Abb. 22) (251,8120,5
[nmol/h/mg]) und die Anzahl TUNEL-positiver Zellen (Abb. 23).
Abb. 22. Caspase-3-Aktivität im Gewebe nach I/R und nach Applikation des






















Abb. 23. Anzahl TUNEL-positiver Hepatozyten nach I/R und nach Applikation des



























In der vorliegenden Arbeit wurde die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach
hepatischer I/R charakterisiert und die dieser Interaktion zugrundeliegenden Mechanismen
näher beschrieben. Die Pathophysiologie des postischämischen I/R-Schadens der Leber ist
durch die komplexe Interaktion verschiedenster Systeme und Mechanismen
charakterisiert, welche vom intakten Gesamtorganismus abhängig sind und daher am
besten in einem Tiermodell untersucht werden können. Vor allem die Analyse der
hepatischen Mikrozirkulation nach selektiver Anfärbung unterschiedlicher zellulärer
Komponenten mittels Fluoreszenzfarbstoffen, welche aufgrund der potentiellen Toxizität
nicht am Menschen verwendet werden können, ist nur im Rahmen eines Tiermodells unter
Berücksichtigung systemischer makrohämodynamischer Parameter möglich.
Die Methodik der intravitalmikroskopischen Analyse der Lebermikrozirkulation ist nur
am Kleintierorganismus (Maus, Ratte, Hamster) möglich, weil sowohl die Organgröße als
auch die Dicke der Leberkapsel den Einsatz der entsprechenden Meßsysteme
einschränken. Wir entschieden uns für die Maus, da diese Spezies immunologisch sehr gut
charakterisiert ist. Ferner stehen Antikörper zur Verfügung, welche die selektive
Untersuchung einzelner Mechanismen der I/R-vermittelten Zell-Zell-Interaktionen
erlauben. Zusätzlich lassen sich über die Verwendung von gentechnisch veränderten
Tieren singuläre Komponenten auf ihre biologische Signifikanz für die Induktion und
Ausprägung des hepatischen I/R-Schadens überprüfen. Darüberhinaus ist das Modell der
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isolierten reversiblen lobären Ischämie an der Maus für die Untersuchung der hepatischen
Mikrozirkulation gut geeignet und in der Literatur mehrfach beschrieben7, 12, 162, 196, 68.
In unserer Studie verwendeten wir die C57BL/6-Maus. Dieser Stamm eignet sich aufgrund
seiner Leberanatomie zur intravitalmikroskopischen Untersuchung, da pathophysiologisch
relevante Strukturen (Sinusoide, postsinusoidale Venolen, präsinusoidale Arteriolen) bis
an die Oberfläche treten und somit gut darzustellen sind. Dies hat insbesondere für die
Untersuchung der Arteriolen Bedeutung, da in intravitalmikroskopischen Studien am
Mäusedarm eine postischämische Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion sowohl in
Arteriolen als auch in Venolen demonstriert wurde110-112. Einzig der portalvenöse Zustrom
zu den Sinusoiden läßt sich aufgrund der anatomischen Besonderheiten der murinen Leber
(tiefliegende portale Gefäße) wegen der limitierten Eindringtiefe der optischen Auflösung
unseres Systems von maximal 500 µm nicht visualisieren120. Dies muß als
systemimmanenter Nachteil akzeptiert werden. Eine intravitalmikroskopische Analyse des
portalvenösen Zustroms ist bislang aufgrund dieser Tiefenlimitierung auch von anderen
Autoren nicht beschrieben. Sowohl die Konstanz unserer Daten unter
Kontrollbedingungen als auch die Übereinstimmung mit Daten aus der Literatur7 lassen
den Schluß zu, daß mittels des von uns gewählten Mäusestammes (C57BL/6-Maus)
Antworten auf die eingangs formulierten Fragen zu erhalten sind.
5.1.2. Chirurgische Präparation
Nach einer mikrochirurgischen Anlernphase stellte die Präparation eine technisch
komplikationsfreie Aufgabe dar. Wie bereits beschrieben7, wurde nach medianer
Laparotomie eine isolierte reversible Ischämie des linken Leberlappens durchgeführt. Um
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das eventuelle Austrocknen bzw. Abkühlen des ischämischen Organs zu verhindern,
wurde die Bauchhöhle bei liegendem Gefäßclip mit 2 Nahtreihen verschlossen. Sowohl
diese Manipulationen als auch die nachfolgende Auslagerung des linken Leberlappens für
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie stellen einen chirurgischen Eingriff dar, der
potentielle Konsequenzen für die Durchblutungsregulation anderer intraabdomineller
Organe haben kann1, 51. Ein daraus erwachsender Einfluß auf die Ergebnisse ist jedoch zu
vernachlässigen, da die laparotomiebedingten hämodynamischen Veränderungen im
Bereich abdomineller Gefäße im Rahmen der zur Anwendung gekommenen
Inhalationsanästhesie unter verbleibender Spontanatmung des Versuchstieres stark
abgeschwächt werden51. Durch die Verwendung von Modelliermasse auf der
Haltevorrichtung wurde die mechanische Obstruktion der afferenten und efferenten
Gefäße des ausgelagerten linken Lappens vermieden, was durch wiederholte und
vorsichtige Inspektion bestätigt werden konnte.
Während der Reperfusionsphase blieb das Abdomen zwar geöffnet, eventuelle
Flüssigkeitsverluste aufgrund von Austrocknen wurden durch Auflegen einer
Cellophanfolie bzw. durch das Deckglas für die intravitale Fluoreszenzmikroskopie auf
ein Minimum reduziert. Darüberhinaus wurde den Tieren kontinuierlich 0,2 ml/h/g KG
physiologischer Kochsalzlösung infundiert, um die Flüssigkeitsbilanz ausgeglichen zu
halten.
5.1.3. Thrombozytenseparation
Zur Darstellung der Thrombozyten durch die intravitale Fluoreszenzmikroskopie war es
notwendig, die Zellen mit dem Fluoreszenzmarker Rhodamin-6G zu markieren. Im
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Unterschied zu Leukozyten, die man in vivo durch i.v. Injektion von Rhodamin-6G
anfärben kann, mußten die Thrombozyten isoliert und ex vivo markiert werden, um eine
ausreichende Beladung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff zu erzielen.
Das in der vorliegenden Untersuchung zur Anwendung gelangte Protokoll zur
Thrombozytenisolierung bei gleichzeitiger Markierung mittels eines
Fluoreszenzfarbstoffes entspricht dem in der Literatur ausführlich beschriebenen
Vorgehen111. Die Qualität unser Thrombozytenpräparation wurde mittels fluorescence
activated cell sorter (FACS) auf die Expression des thrombozytären Aktivationsmarkers
P-Selektin173 auf der Oberfläche sowohl der isolierten Zellen als auch im Vollblut
gemessen. Des weiteren wurde die Fähigkeit der Thrombozyten, auf einen entsprechenden
Stimulus zu reagieren, überprüft, indem in einem weiteren Ansatz den isolierten Zellen
Thrombin als Aktivator zugesetzt wurde. Hier fand sich, daß die Thrombozyten nach
Isolierung nur unwesentlich mehr P-Selektin auf ihrer Oberfläche im Vergleich zu
Kontrolle exprimierten. Nach Stimulation mit Thrombin hingegen war diese Expression
bis um das 6-fache gesteigert. Daraus läßt sich schlußfolgern, daß die Präparation keine
wesentliche Aktivierung der Thrombozyten induziert hat und die Zellen eine ausreichende
Fähigkeit innehatten, bei entsprechender biologischer Aktivierung Zell-Zell-Interaktionen
einzugehen.
 5.1.4. Experimentelles Protokoll
Um die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach hepatischer I/R zu charakterisieren,
wurden zunächst systematische Untersuchungen zum Einfluß der Ischämie- und
Reperfusionszeit durchgeführt. Hinzu wurden Ischämiezeiten von 30, 60 und 90 min
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sowie Reperfusionszeiten von 30, 120 und 240 min gewählt. Die Auswahl der
Ischämiezeiten erfolgte aufgrund bislang in der Literatur publizierte Studien über
hepatische I/R an der Maus160, 188, 189. Da eine Ischämiedauer von 30-90 min als klinisch
relevant beschrieben wurde, wählten die meisten Autoren dieses Zeitintervall zur Analyse
der postischämischen hepatischen Mikrozirkulation. Eine 90-minütige warme Ischämie
stellt für die Maus den oberen Grenzwert für eine reversible Ischämie des linken
Leberlappens dar189. Die 120-minütige warme Ischämie führt bereits zu Organschäden, auf
deren Ausprägung eine Interaktion der Thrombozyten mit dem Endothel keinen
zusätzlichen Einfluß hat189. Die Zerstörung des hepatischen Endothels nach 120 min
warmer Ischämie macht es dabei unmöglich, die Rolle von endothelialen
Adhäsionsmolekülen und intrazellulären Mechanismen zu untersuchen.
Unsere Ergebnisse demonstrieren, daß die Dauer der Ischämie die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion beeinflußt, während die Reperfusionsdauer zu den von uns
untersuchten Zeiten keinen Einfluß hat. Eine Verlängerung der Reperfusionszeit läßt keine
anderen Ergebnisse erwarten, da die Gesamtversuchsdauer die Möglichkeiten des
gewählten experimentellen Settings mit Spontanatmung bei Inhalationsnarkose
überschreiten würde und die Ausfallquote bei einer verlängerten Reperfusionszeit deutlich
ansteigen würde.
5.1.5. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Die direkte Darstellung der Mikrozirkulation in verschiedenen Organen sowohl am Tier
als auch am Menschen begann bereits in der Mitte des 17. Jahrhunderts. Die moderne,
intravitale Videofluoreszenzmikroskopie erlaubt durch die Verwendung fluoreszierender
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Farbstoffe die Visualisierung und quantitative Analyse lebender Zellen und ihrer
dynamischen Wechselwirkungen in der Mikrozirkulation128. Sie ist in der Literatur als gut
etabliertes Verfahren zur Charakterisierung physiologischer und pathophysiologischer
Prozesse in unterschiedlichen Organen, (wie z.B. der Haut, dem quergestreiften
Muskel135, der Lunge89, der Bauchspeicheldrüse66, der Leber120, dem Darm111, dem
Gehirn6 und der Synovia178) beschrieben. Unter der Verwendung spezieller Filtersätze im
Mikroskop können mit unterschiedlichen Farbstoffen selektiv markierte Blutbestandteile
(Zellen, Plasma) dargestellt werden. Die erforderliche chirurgische Präparation und die
Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen stellen die häufigsten Probleme bei der
intravitalen Mikroskopie dar. Ein möglicher phototoxischer Effekt wurde in unseren
Versuchen durch kurze Beobachtungszeiträume und reduzierte Lichtenergie soweit wie
möglich reduziert158, 170. Aus der Stabilität der Daten in der Kontrollgruppe läßt sich
schließen, daß die von uns gewählten Farbstoffe und Präparations- bzw.
Untersuchungstechniken nur einen zu vernachlässigenden Einfluß auf die Induktion des
I/R- Schadens ausüben.
Sämtliche Analysen der mikrozirkulatorischen Parameter erfolgten off-line, wodurch der
Beobachtungszeitraum des Versuches auf ein Minimum reduziert werden konnte. Durch
den Einsatz einer computergestützen Bildanalyseeinheit, des Computer assissted
microcirculation analysis system CAMAS®, zur Untersuchung der Mikrozirkulation
wurden die Aufnahmen der Mikrozirkulation quantitativ ausgewertet. Dieses Verfahren ist
in der Literatur gut etabliert7, 111, 136, 171.
Die Beteiligung von Thrombozyten an der I/R der Leber wurde bislang nur ex vivo anhand
immunhistochemischer27, 189 bzw. elektronenmikroskopischer28 Untersuchungen
demonstriert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Thrombozyten-Endothelzell-
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Interaktion erstmals in vivo quantitativ nach hepatischer I/R analysiert. Des weiteren
konnten wir erstmals die intravaskuläre Lokalisation der postischämischen
Thrombozytenadhärenz in vivo aufzeigen und zusätzlich mögliche zugrundeliegende
Mechanismen beschreiben.
Die Adhärenz von Leukozyten am mikrovaskulären Endothel charakterisiert - neben
sinusoidalen Perfusionsausfällen - den I/R-Schaden nach hepatischer Ischämie und wurde
in der Literatur bereits mehrfach beschrieben180-182. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in postsinusoidalen Venolen analysiert.
Darüberhinaus sollte die simultane intravitalmikroskopische Darstellung der Leukozyten-
und Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion die Untersuchung der differentiellen Rolle
von Thrombozyten im Vergleich zu Leukozyten bei der Ausbildung des hepatischen I/R-
Schadens erlauben.
Die sinusoidale Perfusionsrate stellt einen wichtigen funktionellen Parameter der
hepatischen Mikrozirkulation dar69, 86. Die Plasmakontrastierung durch die Applikation
von FITC-Dextran ermöglichte die Visualisierung der sinusoidalen Perfusion. Für die
spätere Auswertung der sinusoidalen Perfusion wurden jeweils 7 Azini zum jeweiligen
Meßzeitpunkt für 20 Sekunden aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte off-line an
Videostandbildern.
Die Erythrozytenfließgeschwindigkeit wurde in Arteriolen, Venolen und Sinusoiden
bestimmt. Sie stellt einen physiologisch wie pathophysiologisch relevanten Parameter für
die nutritive Perfusion von Geweben dar121. Da die Fließgeschwindigkeit die
postischämische Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten mit dem hepatischen
Endothel beeinflussen könnte, wurde sie in Arteriolen, Venolen und Sinusoiden in allen
Versuchen mittels CAMAS®194 im frame-to-frame Modus  gemessen.
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5.1.6. Parameter des hepatozellulären Schadens
5.1.6.1. Leberenzyme
Die Analyse der Serumaktivitäten der Leberenzyme GOT und GPT diente zur Beurteilung
der hepatozellulären Integrität. Da die Leberenzyme schon vor Auftreten von strukturellen
Veränderungen erhöht sein können88, wurde die Kombination dieser beiden Enzyme
ausgewählt, um einen besseren Überblick über die Entwicklung pathologischer Prozesse
des Lebergewebes zu erhalten. Darüberhinaus wäre die Bestimmung der GOT alleine für
die Analyse des Schadens nicht ausreichend repräsentativ, weil sie auch in Zellen anderer
Gewebe (z.B. des Herzens187, des Darmes191) vorhanden ist. Im Gegensatz dazu wird die
Erhöhung der Serum-GPT-Aktivität als sehr sensitiver und spezifischer Parameter für
Leberschädigungen angesehen53; noch viel mehr scheint dies für die Kombination der
Serumaktivitäten von GOT und GPT als Parameter für die Quantifizierung des Ausmaßes
des hepatozellulären Schadens zu gelten23.
5.1.6.2. Apoptosemarker
Zusätzlich zum nekrotischen hepatischen I/R-Schaden58, 78 wurde in kürzlich publizierten
Studien die Apoptose als entscheidender zur Organdysfunktion nach kalter und warmer
hepatischer Ischämie führender Mechanismus identifiziert84, 85, 131, 166, 190. Apoptose ist ein
physiologisches, phylogenetisch hochkonserviertes Programm des regulierten Zelltodes,
charakterisiert durch Kernschrumpfung mit DNA-Fragmentierung,
Phospholipidveränderungen in der Zellmembran und Zellschrumpfung67. Dieser
programmierte Zelltod kann durch zahlreiche Schädigungsmechanismen, wie z.B
radioaktive Strahlung oder Hitze, induziert werden. Für den I/R-Schaden konnte gezeigt
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werden, daß freie O2-Radikale über die Aktivierung der Caspasen-Kaskade die Induktion
von Apoptose auslösen können131.
Wir untersuchten das Ausmaß der Apoptose-Induktion nach hepatischer I/R mittels drei
unterschiedlicher Methoden (Caspase-3-Aktivität, TUNEL-Färbung, und in vivo DNA-
Färbung), welche verschiedenen Aspekte der Apoptose erfassen. Caspase-3 ist ein
hochspezifischer intrazellulärer Mediator der Apoptose, der u.a. durch Hypoxie, reaktive
Sauerstoffspezies oder inflammatorische Mediatoren initiiert wird82. Obwohl die TUNEL-
Färbung ein unspezifisches Untersuchungsverfahren der Apoptose darstellt58, erlaubt diese
Methode eine morphologische Differenzierung zwischen apoptotischen Hepatozyten und
Endothelzellen190. Mittels der von Westermann et al. vorgeschlagenen in vivo
Bisbenzamid-Färbung konnten sowohl die spezifischen intrazellulären Änderungen auf
der DNA-Ebene (Kernkondensation, DNA-Fragmentation) visualisiert als auch die
Lokalisation geschädigter Zellen (“extravaskulär” oder “intravaskulär”) dargestellt
werden184.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse
5.2.1. Ischämie-Reperfusionsschaden der Leber
Die Leber ist ein stoffwechselaktives Organ, das mit einer Vielzahl an metabolisierenden
Enzymen ausgestattet ist, die sowohl für den Substratabbau als auch die Proteinsynthese
verantwortlich sind. Eine Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr, z.B. bei Ischämie, führt
daher rasch zum Absinken der Konzentrationen energiereicher Phosphate in den
Hepatozyten83. Daraus resultiert die Akkumulation von sauren Valenzen, die Aktivierung
hypoxie-sensitiver Gene (z.B. HO-1, VGEF, EPO usw.), eine mitochondriale Dysfunktion
und die Unterbrechung der Proteinsynthese22, 64. Darüberhinaus wird einer intrazellulären
Aktivierung zelleigener lysosomaler Enzyme eine Bedeutung bei der Ausbildung des
hepatischen I/R-Schadens zugeschrieben20, 36, 90, 163.
Das primäre Substrat des hepatischen I/R-Schadens stellt die Mikrozirkulation der Leber
dar129. Intravitalmikroskopische Untersuchungen haben in den letzten Jahren wesentlich
zur Charakterisierung des I/R-Schadens der Leber beigetragen. Er ist gekennzeichnet
durch sinusoidales Perfusionsversagen (“No-reflow”), durch die Akkumulation von
Leukozyten im Bereich der Sinusoide und postsinusoidalen Venolen (“Reflow”-Paradox)
und durch eine Beeinträchtigung der hepatozellulären Funktion und Integrität122, 125.
5.2.1.1. “No-reflow” in der Leber
Die Mechanismen des postischämischen “No-reflow” in der Leber bestehen im
Anschwellen der sinusoidalen Endothelzellen179 und hämorheologischen Störungen119, 123.
Wie im kapillaren Endstrombett führt auch in den Sinusoiden der Verlust energiereicher
Phosphate in den stoffwechselaktiven sinusoidalen Endothelzellen rasch zum Sistieren der
80
Na+/K+-Pumpe. Dadurch verliert die Zelle die Fähigkeit, das komplexe Elektrolyt-Wasser-
Gleichgewicht aufrecht zu erhalten, und freies Wasser strömt in die Zelle. Dies hat ein
Anschwellen der Endothelzelle und damit eine Volumenzunahme zur Folge, die das
Lumen der Sinusoide einengt. Mittels intravitalmikroskopischer Untersuchungen konnte
demonstriert werden, daß der hepatische I/R-Schaden eine Beeinträchtigung der
sinusoidalen Perfusion induziert24, 86, 179. Dabei ist das Ausmaß der Perfusionsstörungen
nach hepatischer I/R abhängig von der Ischämiedauer181. An der Ratte hat sich gezeigt,
daß bereits nach 60 min normothermer isolierter Ischämie des linken Leberlappens die
oben beschriebenen Auswirkungen des hepatischen I/R-Schadens zu beobachten sind181.
5.2.1.2. “Reflow”-Paradox in der Leber
Während der Ischämie kommt es zusätzlich zur Akkumulation von
Purinsäureabbauprodukten, die aufgrund des O2-Mangels nicht weiter verstoffwechselt
werden können. Wird das Lebergewebe nach Wiederherstellung des hepatischen
Blutflusses reoxygeniert, führt die Ansammlung von Substrat zur Aktivität der
endothelialen Xanthinoxidase, wodurch freie O2-Radikale freigesetzt werden148, 149.
Dadurch werden redox-sensitive Transkriptionsfaktoren aktiviert, die unter
physiologischen Bedingungen in inaktiver Form in der Zelle vorliegen und unter Stress
(reaktive Sauerstoffspezies, Chemokine, Zytokine) sehr rasch aktivierbar sind. In den
vergangenen Jahren konnte die durch den Transkriptionsfaktor NF-B vermittelte
Signaltransduktionskaskade weiter aufgeklärt werden114. In der nicht-stimulierten Zelle
bildet NF-B Heteropolymere mit einer Klasse inhibitorischer Proteine, den sog. IB.
IBs maskieren die nuclear location site von NF-B und verhindern so die Translokation
des Transkriptionsfaktors in den Zellkern. Im Rahmen der Zellaktivierung kommt es zur
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Phosphorylierung und anschließender Dissoziation und Degradation des IB. IB-Kinasen
und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) scheinen eine entscheidende Rolle
für die mit der Zellaktivierung verbundenen Phosphorylierungsprozesse zu spielen37, 114,
145, 164, 169, 193. Nach Abspaltung des IB tritt NF-B in den Zellkern über und induziert
dort die Expression von Genen, die u.a. für Adhäsionsmoleküle (ICAM-1, VCAM-1,
MAdCAM-1, P-, E-Selektine) und proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-
) kodieren 114.
Adhäsionsmoleküle aus den Familien der Selektine74, 39, 104, 105, 188 Integrine, und
Immunglobulin-ähnlichen Proteine107, 180 scheinen auch nach hepatischer I/R für die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion von Bedeutung zu sein. Aktivierte neutrophile
Granulozyten bilden ihrerseits freie O2-Radikale und die so aktivierten Leukozyten
interagieren weiter mit dem hepatischen Endothel. Als gesichert gilt, daß Leukozyten
zunächst am aktivierten Endothel rollen, dann permanent adhärieren und letztendlich in
das Lebergewebe transmigrieren15. Mittels Intravitalmikroskopie wurde gezeigt, daß
Leukozyten sowohl in Sinusoiden182 als auch in postsinusoidalen Venolen adhärieren2, 86,
147. Diese Leukozytenadhärenz in hepatischen Venolen und Sinusoiden beeinträchtigt die
sinusoidale Perfusion zusätzlich. Die Bedeutung der Leukostase in den Sinusoiden für die
Ausbildung des hepatischen “No-reflow” wird kontrovers diskutiert182. In histologischen
Untersuchungen wurde demonstriert, daß Leukozyten nach ihrer Adhärenz das
postischämische hepatische Gewebe massiv infiltrieren können. Aktivierte neutrophile
Granulozyten bilden freie O2-Radikale und freisetzen nach ihrer Adhäsion am
postischämischen Endothel und folgender Transmigration eine Reihe von
proinflammatorischen Mediatoren, die den Ischämie-Reperfusionsschaden weiter
verstärken können. Es wurde gezeigt, daß das Ausmaß der Infiltration mit einem Anstieg
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von hepatischen Transaminasen und hepatozellulärer Nekrose korreliert77, 78. Neueste
Befunde demonstrieren jedoch, daß durch die Gabe eines anti-ICAM-1-Antikörpers nach
orthotoper Rattenlebertransplantation die postsinusoidale Leukozytenadhärenz zwar
reduziert, die frühe Transplantatfunktion jedoch nicht verbessert wird150.
Daneben scheinen ortständige Zellen, wie die Kupfferzellen und die Itozellen, für die
Induktion des I/R-Schadens von Bedeutung zu sein34, 69, 108, 183. Die Kupfferzellen werden
nach 15 Minuten Reperfusion aktiviert18 und produzieren dabei freie O2-Radikale sowie
eine Vielzehl an Mediatoren, wie z.B. Eikosanoide, PAF, Hydrolase, Zytokine (TNF-,
IL-1, IL-6 usw.), die zu einer weiteren leukozytären Aktivierung beitragen und damit an
der Induktion des I/R-Schadens ursächlich beteiligt sein können33, 60, 133.
Zusätzlich zu den zellulären Komponenten des hepatischen I/R-Schadens vermittelt die
die Aktivierung der klassischen und alternativen Komplementkaskade die Bildung von
membrane attack complex, welcher durch seine zytotoxische Wirkung zu weiteren
Zellschäden führt21, 73, 81, 95, 152, 174. Des weiteren verstärken die aktivierten Faktoren des
Komplementsystems die Leukozytenaktivierung und -akkumulation sowie deren
Interaktion mit Thrombozyten76, 79, 101, 151, 165.
In der aktuellen Literatur wird zunehmend diskutiert166, 167, 189, ob neben Leukozyten auch
Thrombozyten eine pathophysiologische Rolle bei der Ausbildung des hepatischen I/R-
Schadens einnehmen. Eine in vivo Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
während hepatischer I/R lag bislang jedoch nicht vor. Darüber hinaus ist nicht bekannt,
welche differentielle Bedeutung den Thrombozyten gegenüber den Leukozyten bei der
Ausbildung des hepatischen I/R-Schaden in vivo zukommt.
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5.2.2. Systematische Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in
Abhängigkeit von Ischämie- und Reperfusionsdauer
In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, die Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion in der Leber nach I/R in vivo zu visualisieren und quantitativ zu analysieren. Es
konnte gezeigt werden, daß Thrombozyten, im Gegensatz zu Leukozyten, eine Interaktion
mit dem postischämischen Endothel nicht nur in Sinusoiden und postsinusoidalen
Venolen, sondern auch in präsinusoidalen Arteriolen eingehen. Verschiedene Faktoren
werden für dieses unterschiedliche Verhalten von Leukozyten und Thrombozyten
verantwortlich gemacht. Bei höheren Fließgeschwindigkeiten, wie sie in Arteriolen
auftreten können, ist die Thrombozytenkonzentration im Randstrom höher als bei
niedrigen Fließgeschwindigkeiten186. Die Wahrscheinlichkeit, daß ein Thrombozyt mit
dem Endothel in Kontakt tritt, ist daher in Arteriolen höher. Zusätzlich unterscheiden sich
Thrombozyten von Leukozyten u.a. durch ihren geringeren Durchmesser (Thrombozyten:
2-3 µm, Leukozyten: 8-12 µm). Geht man von einem laminaren Strömungsprofil aus, ist
eine Zelle geringeren Durchmessers auch niedrigeren Scherkräften ausgesetzt als eine
Zelle größeren Durchmessers177. Weiterhin unterscheiden sich die an der Interaktion von
Leukozyten und Thrombozyten mit den Endothelzellen beteiligten molekularen
Mechanismen. Darüberhinaus könnten Unterschiede hinsichtlich der Bindungsaffinitäten
von Rezeptoren für ihre Liganden das unterschiedliche Verhalten von Leukozyten und
Thrombozyten erklären. Es wird vermutet, daß sogar schwache Rezeptor-Ligand-
Interaktionen zur Thrombozytenadhärenz in Arteriolen führen könnten111.
In Sinusoiden wurde nach 90 min Ischämie und 30 min Reperfusion ein signifikanter
Anstieg der Anzahl adhärenter Thrombozyten registriert. Sowohl die quantitative Analyse
der Thrombozytenadhärenz in Sinusoiden als auch ein möglicher Einfluß dieser
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Interaktion auf den I/R-Schaden ist sehr umstritten, weil der postischämische
Perfusionsausfall (bis zu 50% nicht-perfundierer Sinusoide) dazu führt, daß zirkulierende
Thrombozyten in den nicht-perfundierten Sinusoiden mechanisch verbleiben
(“stagnieren”). Mittels intravitalmikroskopischer Methoden ist es jedoch äußerst
schwierig, die Thrombozyten, welche infolge einer aktiven Interaktion mit den
sinusoidalen Endothelzellen adhärieren, von in nicht-perfundierten Sinusoiden ohne
Interaktion mit Endothelzellen “stagnierenden” Thrombozyten zu unterscheiden. Des
weiteren haben die Untersuchungen bezüglich der Leukozytenadhärenz in Sinusoiden
demonstriert, daß die sinusoidale Leukostase per se eine geringe Bedeutung für den
mikrovaskulären hepatischen I/R-Schaden hat182. Über die sinusoidale Thrombostase ist
bekannt, daß “stagnierende” Thrombozyten in Sinusoiden den sinusoidale
Perfusionsausfall nicht beeinflussen28, 87. Darüber hinaus ist zu vermuten, daß
“stagnierende” Thrombozyten in Sinusoiden, im Gegensatz zu adhärenten Thrombozyten,
nicht aktiviert sind und daher nicht zur Schadeninduktion beitragen können.
Intravitalmikroskopische Studien am postischämischen Darm haben gezeigt, daß eine 90-
minütige Ischämie112 einen Anstieg der Anzahl adhärenter Thrombozyten im Vergleich zu
einer 60-minütigen Ischämie111 induziert. In der Leber wurde die Abhängigkeit der
Thrombozytenadhäsion von der Ischämiedauer bislang nur in ex vivo Untersuchungen
demonstriert. An der isoliert-perfundierten Rattenleber konnte gezeigt werden, daß die
Anzahl im System zirkulierender Thrombozyten mit einer Verlängerung der Ischämiezeit
von 15 bis 30 bzw. 60 min signifikant reduziert wurde28. Die vorliegende Arbeit stellt die
erste quantitative Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion während
hepatischer I/R in vivo dar und demonstriert, daß das Ausmaß sowohl des
Thrombozytenrollens als auch der Thrombozytenadhärenz in hepatischen präsinusoidalen
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Arteriolen, postsinusoidalen Venolen und Sinusoiden von der Ischämiezeit abhängig ist.
Obwohl aufgrund unserer Ergebnisse die Mechanismen der Abhängigkeit der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion von der Ischämiezeit nicht erklärt werden können,
zeigen Daten aus der Literatur einen Einfluß der Ischämiezeit auf die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies75, die sowohl an der Thrombozytenaktivierung und als auch an
der Expression von Adhäsionsmolekülen beteiligt sind.
Im Gegensatz zu dem signifikanten Einfluß der Ischämiedauer fanden sich zwischen den
unterschiedlichen Reperfusionszeiten bei identischen Ischämieintervallen keine
Unterschiede in der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion. Daraus folgt, daß die
Reperfusionsdauer in den ersten 4 Stunden keinen Einfluß auf die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion hat. Während bislang keine systematische Untersuchung
bezüglich der Bedeutung des Reperfusionsintervalles für die Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion in der Leber vorlag, demonstrieren sowohl die eigenen Daten als auch die
Angaben in der Literatur8, daß eine Verlängerung der Reperfusionszeit bis auf 240 min
auch auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion keinen Einfluß hat.
Der erste Teil dieser Arbeit läßt sich daher wie folgt zusammenfassen: 1) Warme
hepatische I/R induziert Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in präsinusoidalen
Arteriolen, Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen; 2) Das Ausmaß dieser Interaktion
ist von der Ischämiezeit abhängig, während die Dauer der Reperfusion keinen Einfluß
hat.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die nachfolgenden Experimente zu den
Mechanismen der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion anhand eines
Versuchsprotokolls von 90 min Ischämie und 30 min Reperfusion durchgeführt.
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5.2.3. Die Bedeutung von P-Selektin für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von P-Selektin für die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion und den mikrovaskulären I/R-Schaden der Leber mittels IVM
analysiert. Erste Hinweise für die Bedeutung von P-Selektin für die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion in der Leber wurden durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe
von Clavien et al. gegeben189. Dabei haben immunhistochemische Analysen gezeigt, daß
die Anzahl CD9-markierter thrombozytärer Aggregate in der postischämischen Leber von
P-Selektin-defizienten Mäuse reduziert ist189. CD9-Rezeptoren sind jedoch nicht nur auf
Thrombozyten, sondern auch auf aktivierten Lymphozyten, Eosinophilen, Granulozyten
und Monozyten exprimiert5. Darüberhinaus ist die Immunfärbung nicht in der Lage, die
am Endothel adhärenten Thrombozyten von in Sinusoiden “stagnierenden” Thrombozyten
zu unterscheiden.
Unsere Ergebnisse demonstrieren, daß endotheliales P-Selektin eine entscheidende Rolle
für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in präsinusoidalen Arteriolen und
postsinusoidalen Venolen nach hepatischer I/R spielt. Diese Ergebnisse stimmen mit
Daten der Literatur überein, die anhand von Untersuchungen der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion am postischämischen Darm der Maus eine vergleichbare
Bedeutung des endothelialen P-Selektins gezeigt haben111.
In Sinusoiden war die postischämische Thrombozytenadhäsion von der P-Selektin-
Expression unabhängig. Da P-Selektin die initiale Interaktion der Thrombozyten
(=Thrombozytenrollen) mit dem Endothel mediiert, welche in unser Studie in Sinusoiden
nicht beobachtet wurde, scheint die Thrombozytenadhäsion in Sinusoiden durch andere
Adhäsionsmoleküle vermittelt zu werden. Außerdem könnte die sowohl in der
vorliegenden Arbeit als auch in der Literatur beschriebene geringe
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Blutfließgeschwindigkeit in Sinusoiden120 bewirken, daß Thrombozyten eine permanente
Interaktion mit dem sinusoidalen Endothel direkt über andere Mechanismen (z.B.
GPIIb/IIIa-Fibrinogen-ICAM-1-Interaktion) eingehen. Unsere Ergebnisse sprechen für
eine entscheidende Bedeutung von P-Selektin für die Thrombozyten- und Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion in hepatischen Arteriolen und Venolen. Diese Befunde werden
dadurch unterstützt, daß P-Selektin auf dem Endothel präsinusoidaler Arteriolen und
postsinusoidaler Venolen, nicht hingegen in Sinusoiden der Mäuseleber40 exprimiert wird.
Offensichtlich spielt das thrombozytäre P-Selektin nur eine untergeordnete Rolle bei der
I/R-induzierten Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion, ist jedoch an der Leukozyten-
Thrombozyten-Interaktion beteiligt16, 35, 43, 92, 192.
Bislang ist jedoch unklar, welcher Ligand die Interaktion zwischen endothelialem P-
Selektin und Thrombozyten mediiert. Eine mögliche Bedeutung kommt PSGL-1 zu, der
an der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in vitro und in vivo beteiligt ist10, 130, 137, 185
und, wie kürzlich demonstriert wurde, auch auf der Thrombozytenmembran exprimiert
wird 44.
In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, daß P-Selektin auch eine entscheidende Rolle
bei der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion spielt. Unsere Daten stimmen mit Daten aus
der Literatur überein, die eine Reduktion der Anzahl rollender und adhärenter Leukozyten
in P-Selektin-defizienten Tieren sowohl nach hepatischer I/R als auch in der Leber nach
hämorrhagischem Schock beschrieben haben160, 161, 168.
Wie bereits am Herzen94, der Lunge176 und am Darm29, 111 gezeigt wurde, hat die Blockade
von P-Selektin einen positiven Effekt auf den I/R-Schaden. In der vorliegenden Arbeit
konnte demonstriert werden, daß bei Fehlen einer P-Selektin-vermittelten Zell-Zell-
Interaktion der mikrovaskuläre hepatische I/R-Schaden und die Induktion von Apoptose
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signifikant vermindert waren. Die sinusoidale Perfusion stellt einen etablierten Parameter
dar, welcher die Ausbildung des mikrovaskulären I/R-Schadens in der Leber
charakterisiert86. In unseren Experimenten wiesen P-Selektin-defiziente Tiere sowohl eine
signifikant verbesserte sinusoidale Perfusion als auch reduzierte GOT/GPT-Aktivitäten im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren nach I/R auf. Während eine Reduktion der Enzymaktivitäten
sowohl nach P-Selektin-Blockade39, 168 als auch in P-Selektin-defizienten Mäusen189 nach
I/R der Leber beschrieben wurde, zeigen unsere Daten klar, daß die Verminderung der
Enzymaktivitäten mit einer Verbesserung der sinusoidalen Perfusion und einer Reduktion
der Thrombozyten- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion assoziiert war.
Obwohl Nekrose als Resultat hepatischer I/R beschrieben wurde78, 195, demonstrieren
jüngste Veröffentlichungen eine Induktion von Apoptose in der Leber nach kalter47 und
warmer84 Ischämie. Während ein protektiver Effekt der P-Selektin-Hemmung auf die
Apoptoseinduktion am postischämischen Gehirn175 und im Herzen80 bereits bekannt ist,
lag bislang jedoch keine Studie vor, in welcher die Bedeutung P-Selektin-mediierter Zell-
Zell-Interaktion für die Ausbildung der Apoptose in der postischämischen Leber gezeigt
wurde. Wir beobachteten eine Reduktion der Caspase-3-Aktivität, der Anzahl TUNEL-
positiver Hepatozyten und der Anzahl von Zellen mit Kernkondensation im
postischämischen Lebergewebe P-Selektin-defizienter Tiere. Damit wird in der
vorgelegten Arbeit erstmals ein protektiver Effekt der P-Selektin-Hemmung für die
Apoptoseinduktion in vivo demonstriert.
Aus diesen Befunden lassen sich folgende Schlußfolgerungen ziehen: 1) P-Selektin,
welches auf Endothelzellen in präsinusoidalen Arteriolen und postsinusoidalen Venolen
exprimiert ist, spielt in der Leber eine entscheidende Rolle für die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion. 2) Die Reduktion der Thrombozyten- und Leukozyten-
89
Endothelzell-Interaktion in P-Selektin-defizienten Tieren geht mit einer signifikanten
Verringerung des mikrovaskulären Schadens und einer verminderten Apoptose-Induktion
nach hepatischer I/R einher.
5.2.4. Einfluß der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion auf den hepatischen I/R-
Schaden.
Um die differentielle Bedeutung von Thrombozyten im Vergleich zu Leukozyten bei der
Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens untersuchen zu können, wurde ein
Versuchsansatz gewählt, in welchem sich die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
selektiv unterbinden läßt, ohne die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zu beeinflussen.
Die Endothelzelloberfläche ist unter physiologischen Bedingungen nicht thrombogen, d.h.
Thrombozyten werden nicht aktiviert und zur Adhäsion angeregt. Nach I/R wird das
physiologische Gleichgewicht zwischen pro- und antikoagulativen Komponenten
dahingehend gestört, daß die Aktivität von Thrombomodulin reduziert und damit
Thrombin aktiviert wird. Dieses spaltet das intravasal ubquitär vorkommende Fibrinogen
in Fibrin-Spaltprodukte, welche sich aneinander anlagern und damit einen der
Initialfaktoren der Gerinnungskaskade darstellen. Wie jüngste Veröffentlichungen
beschrieben haben112, wird die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion am
postischämischen Endothel über Fibrinogen mediiert, welches an das von Endothelzellen
konstitutiv exprimierte ICAM-1 bindet. Am Modell der I/R am Mäusedarm konnte klar
gezeigt werden, daß eine Blockade dieses Mechanismus in einer signifikanten Reduktion
der Anzahl am postischämischen Endothel permanent adhärenter Thrombozyten
resultiert112. Ausgehend von diesen Kenntnissen beabsichtigten wir die folgenden Fragen
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zu beantworten: 1) Spielt Fibrinogen bei der postischämischen Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion in hepatischen Mikrogefäßen eine Rolle? 2) Hat die Fibrinogen-
Blockade auch einen Einfluß auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion? 3) Falls unsere
Hypothese bestätigt wäre und der Fibrinogen-Antikörper selektiv die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion blockieren würde, inwiefern sind Parameter des hepatischen I/R-
Schadens von diesem Effekt beeinflußt?
Nachdem eine Fibrin(ogen)akkumulation am postischämischen Endothel bereits an
Herz132, Niere38, Gehirn139 und Darm112 nachgewiesen wurde, zeigt die vorliegende
Arbeit, daß auch in hepatischen Mikrogefäßen eine massive Fibrin(ogen)akkumulation
nach warmer Ischämie stattfindet. Darüberhinaus konnten wir demonstrieren, daß die
Applikation eines Antifibrinogen-Antikörpers kurz vor Beginn der Reperfusion die
Anzahl am postischämischen hepatischen Endothel adhärenter Thrombozyten in
präsinusoidalen Arteriolen, Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen signifikant
reduziert.
Wie in 5.2.3. beschrieben wurde, mediiert P-Selektin die initiale Interaktion von
Leukozyten mit dem hepatischen Endothel und stellt damit die Voraussetzung für die
permanente Adhärenz dar. Diese permanente Leukozytenadhärenz wird vornehmlich
durch die Interaktion zwischen 2-Integrinen auf der Leukozytenoberfläche und ICAM-
1 auf dem Endothel vermittelt134. Allerdings gibt es in der Literatur auch Hinweise darauf,
daß Fibrinogen die Adhäsion von Leukozyten an human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) in vitro vermitteln kann93 Die vorliegenden in vivo-Befunde zeigen jedoch, daß
die Fibrinogen-Blockade keinen signifikanten Einfluß auf die Anzahl adhärenter
Leukozyten nach I/R der Leber hat. Daraus läßt sich schlußfolgern, daß Fibrin(ogen) eine
entscheidende Rolle für die permanente Adhäsion von Thrombozyten nach I/R in
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hepatischen Mikrogefäßen spielt, an der postischämischen Leukozytenadhärenz jedoch
nicht beteiligt ist.
Zugleich mit der Reduktion der Thrombozytenadhäsion in hepatischen Mikrogefäßen
war der postischämische Anstieg der Leberenzym- und Caspase-3-Aktivitäten sowie der
Anzahl TUNEL-positiver Hepatozyten signifikant vermindert. Darüberhinaus zeigen die
vorliegenden in vivo-Daten, daß die Hemmung der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion mit einer Verminderung sowohl des mikrovaskulären bzw. hepatozellulären
I/R-Schadens als der Apoptose-Induktion einhergeht. Der zugrundeliegende Mechanismus
der Mediierung des I/R-Schadens der Leber durch die Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion ist nicht eindeutig geklärt und wird in der aktuellen Literatur kontrovers
diskutiert (siehe Abb. 24)28, 49, 50, 125, 166, 167. Aktivierte Thrombozyten sind in der Lage,
sowohl Sauerstoff- und Stickstoffradikale zu produzieren als auch potente
proinflammatorische Mediatoren freizusetzen, die ihrerseits eine chemotaktische Wirkung
besitzen32, 142. Diese unterschiedlichen pathophysiologischen Vorgänge resultieren in
einem sich selbst verstärkenden Circulus vitiosus. Chemokine und Zytokine modulieren
einen Anstieg der mikrovaskulären Permeabilität, der von der Entstehung eines
interstitiellen Ödems und einer Zunahme des interstitiellen Drucks gefolgt ist118. Dadurch
kann es zu intravaskulärer Hämokonzentration und zusätzlicher Beeinträchtigung der
sinusoidalen Perfusion und damit zum Verlust der Zellintegrität und einer Verstärkung des
postischämischen Parenchymzellschadens und Apoptose während Reperfusion
kommen179. Darüber hinaus zeigt eine kürzlich publizierte Studie, daß am
postischämischen Endothel adhärente Thrombozyten Kupfferzellen aktivieren können, die
ihrerseits an der Apoptose-Induktion in der kalt-perfundierten Leber beteiligt sind167.
Schließlich wurde demonstriert, daß am Endothel adhärente und aktivierte Thrombozyten
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in der Lage sind, intrazelluläre Transkriptionsfaktoren zu aktivieren (z.B. NF-B und AP-
1), welche die Expression von an der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion beteiligten
Adhäsionsmolekülen49, 50 und proinflammatorischen Mediatoren induzieren144 und damit
den I/R-Schaden der Leber weiter verstärken. In der vorliegenden Arbeit hatte die
Hemmung der Thrombozytenadhäsion während der frühen Reperfusionsphase jedoch
keinen Einfluß auf die Leukozytenadhäsion, wohl deswegen, weil eine Thrombozyten-
induzierte Expression von Adhäsionsmolekülen nur nach 4-5 Stunden Reperfusion
stattfinden könnte106.
Der dritte Teil dieser Arbeit läßt sich daher wie folgt zusammenfassen: 1) Fibrinogen
mediiert die Thrombozytenadhärenz in Arteriolen und Venolen nach I/R der Leber, ist
jedoch an der postischämischen Leukozytenadhärenz nicht beteiligt; 2) Die selektive
Reduktion der Thrombozytenadhärenz nach der Fibrinogen-Blockade geht bei
unveränderter Leukozytenadhärenz mit einer Verminderung des mikrovaskulären und
hepatozellulären I/R-Schadens einher. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß den
Thrombozyten bei der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens eine größere Bedeutung
zukommt, als dies bisher angenommen wurde.
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Abb. 24. Konzept zur Rolle der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion bei der
Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens. Das Schema beinhaltet sowohl die in der
vorliegenden Arbeit analysierten Mechanismen der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion in der Mikrozirkulation der postischämischen Leber (Schattierung) als auch
die gegen die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion gerichteten Interventionen, die in





















Der hepatische I/R ist die häufigste Ursache der postischämischen Organdysfunktion nach
Lebertransplantation und -resektion. Die Rolle von Thrombozyten bei der Ausbildung des
postischämischen Perfusionsversagens wird in der aktuellen Literatur kontrovers
diskutiert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion während
I/R der Leber erstmals systematisch in vivo analysiert. Die Ergebnisse zeigen, daß die
initiale Interaktion von Thrombozyten mit dem hepatischen Endothel durch
endotheliales P-Selektin mediiert wird. Darüber hinaus wird die permanente
Thrombozytenadhäsion über Fibrin(ogen)bindung am Endothel hepatischer
Mikrogefäße vermittelt. Eine selektive Blockade der Thrombozytenadhäsion reduziert
sowohl den mikrovaskulären I/R-Schaden als auch die Apoptose-Induktion. Diese in
vivo-Befunde deuten darauf hin, daß Thrombozyten einen wichtigen Faktor bei der
Ausbildung des I/R-Schadens der Leber darstellen (Abb. 24).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit waren Ausgangspunkt für derzeit am Institut für
Chirurgische Forschung laufende Studien. In unterschiedlichen experimentellen Ansätzen
werden hierbei weiterführende Untersuchungen zur differentiellen Bedeutung von
Leukozyten versus Thrombozyten bei der Ausbildung des I/R-Schadens und zur
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion bei hepatischer I/R durchgeführt.
Auf der Basis der hier erhobenen Befunde können einige der in der Literatur publizierten
Studien zur Prävention des I/R-Schadens aus einem anderen Blickwinkel interpretiert
werden. So wird z.B. der protektive Effekt von ischämischer bzw. pharmakologischer
Präkonditionierung in Zusammenhang mit einer Reduktion der Expression von P-Selektin
und damit einer Verminderung der postischämischen Leukozytenakkumulation gebracht30,
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71, 72. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde lassen jedoch vermuten, daß der
protektive Einfluß bestimmter Präkonditionierungsmaßnahmen zumindest partiell über
eine Reduktion der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion vermittelt wird. Darüber
hinaus werden in der klinischen Kardiologie bereits etablierte Fibrinogenrezeptor-
antagonisten (z.B. Tirofiban, Integrelin, Abciximab) bei koronarer Intervention erfolgreich
eingesetzt48. Inwiefern die präventive/therapeutische Beeinflussung der postischämischen
Thrombozytenadhäsion eine Anwendung in der klinischen Routine nach
Lebertransplantation oder -resektion bekommen könnte, muß durch weitere
experimentelle und klinische Studien geklärt werden.
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7. ZUSAMMENFASSUNG
Der hepatische Ischämie-Reperfusionsschaden stellt ein relevantes klinisches Problem
nach Lebertransplantation und Leberteilresektion sowie nach hämorrhagischem Schock
dar. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, daß Thrombozyten an der Ausbildung des
hepatischen Ischämie-Reperfusionsschadens beteiligt sind. Bislang liegt jedoch keine
Studie vor, in welcher die Mechanismen der Interaktion von Thrombozyten mit dem
postischämischen hepatischen Endothel in vivo analysiert wurden. Insbesondere ist nicht
geklärt, inwiefern diese Interaktion die Induktion und den Schweregrad des
hepatozellulären Schadens beeinflußt.
Ziele der Studie waren daher (1) die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion nach
hepatischer I/R mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie systematisch in
Abhängigkeit von der Ischämie- und Reperfusionszeit quantitativ zu analysieren, (2) zu
untersuchen, welche Mechanismen die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion in der
Leber vermitteln und (3) zu analysieren, welchen Einfluß diese Interaktion auf den
Ischämie-Reperfusionsschaden der Leber hat.
An einem etablierten murinen Modell der warmen hepatischen Ischämie-Reperfusion
wurde die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion mittels intravitaler Videofluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Thrombozyten wurden von separaten syngenen Spendertieren
isoliert, ex vivo mit Rhodamin-6G markiert, intravenös zu den jeweiligen
Reperfusionszeitpunkten appliziert und bezüglich ihrer Interaktion mit dem Endothel
der hepatischen Mikrogefäße quantitativ analysiert. Zur begleitenden Analyse des
hepatischen Ischämie-Reperfusionsschadens wurden die sinusoidale Perfusionsrate, die
Aktivität der Leberenzyme GOT/GPT im Serum und die Apoptosemarker Caspase-3-
Aktivität und Anzahl TUNEL-positiver Zellen im Lebergewebe bestimmt. Durch
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Verwendung P-Selektin-defizienter Tiere (sowohl Thrombozytenspender als auch
Thrombozytenempfänger) wurde die Rolle von endothelialem vs. thrombozytärem P-
Selektin für die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion untersucht. Des weiteren wurde
versucht, durch Applikation eines Fibrinogen-Antikörpers die differentielle Bedeutung
von Thrombozyten im Vergleich zu Leukozyten an der Ausbildung des Organschadens
der Leber nach I/R in vivo aufklären.
Es konnte gezeigt werden, daß hepatische Ischämie-Reperfusion eine Interaktion von
Thrombozyten mit dem Endothel in präsinusoidalen Arteriolen, Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen induzierte. Das Ausmaß dieser Interaktion war von der
Ischämiedauer abhängig, während hingegen die Reperfusionsdauer keinen wesentlichen
Einfluß hatte. Die vermehrte Thrombozytenadhäsion ging mit einem signifikanten
Anstieg des mikrovaskulären und zellulären Organschadens einher.
Untersuchungen an P-Selektin-defizienten Tieren demonstrierten, daß das endotheliale
und nicht das thrombozytäre P-Selektin das Rollen und die nachfolgende Adhärenz von
Thrombozyten in Arteriolen und Venolen der Leber vermittelte. Darüberhinaus war der
postischämische Organschaden in P-Selektin-defizienten Tieren signifikant reduziert.
Mittels der Blockade von Fibrinogen während der Reperfusionsphase konnte gezeigt
werden, daß Fibrin(ogen) die postischämische Thrombozytenadhäsion vermittelte, an
der Leukozytenadhärenz jedoch nicht beteiligt war. Die selektive Hemmung der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion führte zu einer signifikanten Reduktion des
mikrovaskulären Schadens sowie der Apoptoseinduktion in der Leber nach Ischämie-
Reperfusion. Somit demonstriert diese Studie erstmals in vivo, daß den Thrombozyten
bei der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens eine wichtige Bedeutung zukommt.
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